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O consumo excessivo de sódio é associado ao aumento da pressão arterial e ao desenvolvimento 
de doenças cardiovasculares. Sua redução em alimentos tem mobilizado órgãos regulatórios, 
indústrias e a área acadêmica a fim de encontrar soluções que viabilizem, simultaneamente, a 
redução de sal e a manutenção da qualidade e segurança dos produtos. Do ponto de vista 
tecnológico, a redução de sal em queijos pode apresentar uma série de impactos ao produto 
final considerando a importância do sal para a formação das características desse produto. O 
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da redução de sal sobre as características físico-
químicas do queijo Prato, com ênfase no comportamento da proteólise, e sobre a aceitação 
sensorial do produto. Inicialmente, a fim de melhor compreender a bioquímica da maturação 
do queijo Prato, a caracterização da proteólise de 10 marcas de queijo Prato comercial foi 
realizada pela análise da fração proteica insolúvel em pH 4,6 por eletroforese capilar associada 
à análise dos peptídeos solúveis em pH 4,6 e etanol 70 % por MALDI-ToF MS. Os resultados 
revelaram um perfil de hidrólise das caseínas bastante complexo, caracterizado pelo predomínio 
de peptídeos provenientes da hidrólise da αs1-caseína pela ação da quimosina e de enzimas 
provenientes das culturas láticas. Para avaliar o efeito da redução de sal sobre a proteólise do 
queijo Prato, queijos foram produzidos de acordo com a tecnologia tradicional, diferenciando-
se apenas pelo tempo de salga, de forma a obter 3 tratamentos: queijo controle (1,68 % de sal), 
queijo com 25 % de redução de sal e queijo com 50 % de redução de sal. Os queijos foram 
caracterizados quanto à composição e analisados ao longo da maturação quanto ao pH, acidez, 
análise de perfil de textura (TPA) e proteólise (frações nitrogenados, degradação de caseínas 
por eletroforese capilar e análise de peptídeos solúveis em pH 4,6 e etanol 70 % por MALDI-
ToF MS). Com relação à composição, os queijos diferenciaram-se apenas quanto aos teores de 
sódio, sal, sal na umidade e cinzas. Ao longo da maturação, a redução no teor de sal não afetou 
essencialmente a proteólise avaliada através das diferentes metodologias. O queijo Prato com 
25 % de redução de sal não apresentou diferença significativa nas características físico-
químicas quando comparado ao queijo controle. O queijo com 50 % de redução no teor de sal 
apresentou maior acidez, menor firmeza e menor mastigabilidade do que o queijo controle, ao 
longo da maturação. Após 30 dias de maturação os queijos não se diferenciaram com relação 
aos atributos avaliados na análise sensorial. No entanto, após 60 dias de maturação, ambos os 





entretanto, apenas o queijo com 50 % de redução de sal se diferenciou do queijo controle com 
relação aos atributos textura e aceitação global. A redução de 25 % de sal na fabricação do 
queijo Prato é possível sem comprometer o desenvolvimento da maturação e, 
consequentemente, sua qualidade físico-química e sensorial, viabilizando a fabricação de um 
produto mais saudável.  
 















































Excessive sodium intake is associated with increased blood pressure and the development of 
cardiovascular disease. Sodium reduction has mobilized regulatory agencies, industry and 
academia to find alternatives to maintain a safe, good-quality product with reduced salt. From 
a technological point of view, salt reduction in cheese can have many impacts to the final 
product due to the role of salt in cheese characteristics. The aim of this study was to evaluate 
the effect of salt reduction on the physicochemical characteristics of Prato cheese, with 
emphasis on proteolysis behavior, and sensory acceptance of the product. Initially, to better 
understand the biochemical changes of Prato cheese ripening, proteolysis of 10 Prato cheese 
brands was investigated through the analysis of the pH 4.6 insoluble protein fraction by 
capillary electrophoresis and analysis of pH 4.6 - soluble and 70% ethanol – ethanol peptides 
by MALDI-ToF MS. The results revealed a very complex casein hydrolysis profile 
characterized by the predominance of peptides from hydrolysis of the αs1-casein by the action 
of chymosin and enzymes from starter cultures. To evaluate the effect of the salt reduction on 
cheese proteolysis, cheeses were produced according to the traditional technology, using three 
different brining times, to obtain the following treatments: control cheese (1.68 % salt), cheese 
with 25 % salt reduction and cheese with 50 % salt reduction. The cheeses were characterized 
for chemical composition, pH, acidity, texture profile analysis (TPA) and proteolysis (nitrogen 
fractions, degradation of caseins by capillary electrophoresis and analysis of pH 4.6 and 70 % 
ethanol soluble peptides by MALDI-ToF MS) during ripening. Regarding the cheese 
composition, differences were observed in sodium content, salt, salt-in-moisture and ash. 
During ripening, the salt reduction did not essentially affect the proteolysis assessed by different 
methodologies. No significant differences were observed for the physicochemical 
characteristics of Prato cheese with 25 % salt reduction when compared to the control. Cheese 
with 50 % salt reduction showed higher acidity, lower firmness and lower chewiness than the 
control cheese during the ripening. Although no significant differences were found for the 
sensory attributes after 30 days, lower acceptance scores were obtained for the attribute taste 
after 60 days for both reduction levels. In addition, differences in the attributes texture and 
global acceptance were observed only for the cheese with 50 % salt reduction when compared 





manufacturing of a healthier product, without compromising the ripening development and the 
physicochemical and sensory characteristics of the cheeses. 
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Estima-se um consumo diário de 4700 mg sódio no Brasil, valor bem acima da 
ingestão máxima recomendada pela Organização Mundial da Saúde de 2000 mg sódio/dia 
(NILSON et al., 2012; WHO, 2012). Esse consumo excessivo de sódio apresenta um risco 
potencial à saúde uma vez que está associado ao desenvolvimento de hipertensão, doença 
cardiovascular e acidente vascular cerebral (WHO, 2012). Essa associação entre consumo de 
sódio e saúde gera uma preocupação para o setor da saúde, consumidores e a indústria de 
alimentos que leva a uma demanda por produtos alimentícios com teor reduzido de sal. 
Nos Estados Unidos, cerca de 75 % do sal ingerido é proveniente de alimentos 
industrializados (NAKASATO, 2004). A ingestão excessiva de sódio, bem como o alto teor de 
sódio de alimentos processados têm motivado ações conjuntas do setor da saúde e da indústria 
de alimentos a fim de reduzir o teor de sódio em alimentos. 
No Brasil, a redução de sódio em alimentos tem movimentado órgãos reguladores 
e a indústria de alimentos. Em 2013, o Ministério da Saúde e a ABIA – Associação Brasileira 
da Indústria de Alimentos fecharam um acordo que prevê a redução de sódio em carnes e 
laticínios. No acordo, há um compromisso para a redução de sódio em requeijão e queijo 
Muçarela de 63,2 e 68 %, respectivamente até 2016 (BRASIL, 2013). Esse acordo revela a 
tendência de redução de sódio no setor de laticínios. 
A legislação brasileira (BRASIL, 1998), estabelece que para ser denominado como 
baixo em sódio, o produto deve ter no máximo 120 mg/100 g de produto. Para ser denominado 
como reduzido em sódio, o produto deve ter redução mínima de 25 % do teor de sódio e 
diferença maior que 120 mg de sódio/100 g de produto. Nesse caso, a redução deve ser 
calculada por comparação a um produto similar do mesmo fabricante; ou ao valor médio do 
conteúdo de três produtos similares conhecidos que sejam comercializados na região; ou, ainda, 
a uma base de dados de valor reconhecido. 
 De forma geral, o consumo de queijos contribui pouco para a ingestão diária de 
sódio pela população, no entanto, existe o interesse no desenvolvimento de queijos com teor 
reduzido de sódio pelo menos para alguns setores da população (GUINNE; SUTHERLAND, 
2011). O sal apresenta importante papel na formação das características dos queijos, sendo a 
sua redução um desafio do ponto de vista tecnológico.  
Além de conferir o gosto salgado desejável no produto final, o sal apresenta papel 





coágulo e, portanto, no controle da redução da umidade do queijo, e, juntamente com pH e teor 
de cálcio, afeta a hidratação da caseína, evento importante para a formação da capacidade de 
retenção de água da matriz proteica e propriedades de textura do produto final (GUINEE; FOX, 
2004). 
Estratégias para a redução de sal em queijos incluem a simples redução do sal 
adicionado; a substituição total ou parcial do NaCl por outro sal e a redução do teor de sal em 
combinação com a adição de substâncias realçadoras de sabor (GUINEE; FOX, 2004). 
Considerando os impactos da redução de sal nas mais diversas variedades de queijos, entende-
se que estudos que objetivem reduzir sal em uma variedade específica, devem, num primeiro 
momento, determinar o teor mínimo de sal requerido para atingir as características desejáveis 
dessa variedade. 
A maturação de queijos é um fenômeno bastante complexo, composto por grupos 
de reações bioquímicas, dentre eles, a proteólise, considerada o evento bioquímico mais 
complexo que ocorre durante a maturação. A proteólise é fundamental para a formação da 
textura, aroma e sabor desejáveis em cada variedade de queijo (McSWEENEY, 2004).  
O efeito da redução de sal em queijos maturados tem sido estudado por diversos 
autores (RULIKOWSKA et al., 2013; GANESAN et al., 2014; SCHROEDER et al., 1988), no 
entanto, não existem estudos sobre o efeito da redução de sal sobre a proteólise do queijo Prato, 
um queijo maturado tipicamente brasileiro, no nível de identificação de frações proteicas e da 
formação de peptídeos. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi estudar a proteólise do 
queijo Prato com diferentes teores de sal.  
O trabalho foi dividido em três capítulos. No primeiro capítulo apresenta-se uma 
revisão bibliográfica focada no papel do sal nas propriedades do queijo bem como a 
problemática envolvida na sua redução, as principais mudanças proteolíticas que ocorrem 
durante a maturação de queijos e as metodologias disponíveis para avaliação da proteólise de 
queijos. O segundo capítulo apresenta um estudo sobre a caracterização da proteólise do queijo 
Prato comercial com a utilização da eletroforese capilar e a espectrometria de massas MALDI-
ToF, metodologias que permitem a avaliação do perfil de hidrólise das caseínas e detecção de 
peptídeos formados durante a maturação, respectivamente. O terceiro capítulo apresenta o 
estudo do efeito do teor de sal na proteólise do queijo Prato no qual dois níveis de redução de 
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1. Queijo Prato 
 
O queijo Prato é um queijo típico brasileiro, similar aos queijos Gouda holandês e 
Danbo dinamarquês, porém com sabor e textura distintos (FURTADO; LOURENÇO NETO, 
1994). De acordo com o Regulamento Técnico Para Fixação de Identidade e Qualidade, o queijo 
Prato é um queijo maturado, obtido por coagulação do leite por meio do coalho e/ou outras 
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou não pela ação de bactérias lácticas 
específicas. É caracterizado por uma consistência semidura, elástica e textura compacta, lisa, 
fechada, com alguns olhos pequenos arredondados e/ou algumas olhaduras mecânicas. Pode ser 
comercializado em diferentes formas, dependendo da sua variedade: Lanche, Cobocó, Esférico 
ou Bola (BRASIL, 1997).  
O queijo Prato é classificado como um queijo gordo (45 a 59,9 % de gordura em 
base seca), de média umidade (36 a 45,9 %) (BRASIL, 1997; BRASIL, 1996). Essa ampla faixa 
de variação permitida na legislação também é observada no mercado. Schiftan e Komatsu 
(1980) analisaram 50 amostras de queijo Prato comercializados no estado de São Paulo e 
obtiveram a seguinte composição média: 40 % de umidade (mínimo de 25,1 % e máximo de 
49,2 %), 47,5 % de gordura em extrato seco (mínimo de 31,4 % e máximo de 58,4 %) e 1,7 % 
de sal (mínimo de 0,7 % e máximo de 3,6 %). Da mesma forma, Moreno et al. (2002) analisaram 
amostras de queijo Prato provenientes de quatro diferentes estados brasileiros e observaram a 
seguinte composição média: 40,68 % de umidade (mínimo de 38,64 % e máximo de 44,41 %), 
54,07 % de gordura em extrato seco (mínimo de 49,50 % e máximo de 56,64 %) e 1,36 % de 
sal (mínimo de 1,02 % e máximo de 1,88 %). 
Esses resultados revelam a falta de uniformidade dos queijos produzidos no Brasil 
quanto à composição. A mesma falta de uniformidade foi também observada em relação ao teor 
de sódio. Um estudo publicado pela ANVISA avaliou o teor de sódio de 26 marcas de queijo 
Prato, coletados em 15 estados brasileiros, no período de 2010 a 2011. O teor médio de sódio 
encontrado foi de 571 mg/100 g de queijo como valores variando de 326 mg e 986 mg/100 g 
(BRASIL, 2012). A grande variação no teor de sódio encontrada nos produtos comerciais pode 
indicar a aceitação sensorial de queijo Prato com teores de sal muito distintos. 
O protocolo geral de fabricação do queijo Prato é bastante conhecido. É fabricado 
a partir de leite pasteurizado e as primeiras etapas de produção incluem a adição de cultura 
lática, cloreto de cálcio, corante urucum e o coagulante (SILVA, 2005).  
As culturas láticas adicionadas no processo de fabricação de queijos apresentam a 





tais como ácido acético, acetaldeído e diacetil (FOX et al., 2000; PARENTE; COGAN, 2004). 
A produção de ácido, por sua vez, apresenta três funções principais: favorecer a atividade da 
renina, contribuir para a expulsão de soro da massa e auxiliar na prevenção do desenvolvimento 
de bactérias indesejáveis (FOX et al., 2000). As enzimas provenientes das culturas láticas 
também apresentam importante papel na proteólise que ocorre durante a maturação dos queijos, 
contribuindo para a formação das características do produto final (UPADHYAY et al., 2004; 
McSWEENEY; SOUSA, 2000; PARENTE; COGAN, 2004; WALSTRA et al., 2006). 
Diferentes tipos de culturas podem ser empregados dependendo da variedade de 
queijo a ser produzida. No caso do queijo Prato, normalmente utiliza-se cultura acidificante 
constituída de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (SILVA, 
2005). 
As caseínas estão presentes no leite na forma de suspensões coloidais estáveis, 
denominadas micelas de caseína. O processo de fabricação de queijos por coagulação 
enzimática envolve a desestabilização dessas micelas induzida pela hidrólise da κ-caseína pela 
ação da quimosina (HORNE; BANKS, 2004). Essa hidrólise consiste na primeira mudança 
proteolítica durante a fabricação de queijos. 
Na primeira etapa do processo de coagulação do leite, a κ-caseína é hidrolisada na 
ligação Phe105-Met106 pela ação do coagulante. Após a hidrólise, a fração N-terminal da 
molécula, κ-CN f1-105, denominada para-κ-caseína permanece ligada à micela de caseína 
enquanto a fração C-terminal, denominada macropeptídeo ou glicomacropeptídeo, é liberada 
no meio aquoso (FOX et al., 2000). A segunda etapa do processo de coagulação do leite consiste 
numa fase não enzimática na qual ocorre agregação das caseínas, na presença de Ca2+, levando 
à formação de um gel (CRABBE, 2004). 
Após a coagulação, o coágulo é cortado e seguem-se as etapas de tratamento da 
massa que incluem a agitação, lavagem da massa e cozimento. Ao fim do cozimento, procede-
se a dessoragem, a enformagem, a prensagem e a posterior salga por imersão em salmoura. 
Após a salga os queijos são secos, embalados e maturados por no mínimo 25 dias (SILVA, 
2005). Embora o processo seja bastante consolidado, algumas variações podem ser encontradas 
tais como o tipo de cultura lática utilizada e a lavagem ou não da massa. 
 
2. Processo de salga em salmoura 
 
O processo de salga é bastante complexo sendo que o método de salga depende da 





de queijos são: adição de sal na massa; aplicação de sal na superfície de queijos moldados e 
imersão de queijos moldados em salmoura (PAQUIN, 2014; BINTSIS, 2006). A salga em 
salmoura é o método mais utilizado na indústria de queijos brasileira (BARONI et al., 2003). 
A salga em salmoura pode ser definida como um processo de transferência de 
massa. Quando o queijo é colocado em uma solução concentrada de NaCl, uma diferença de 
pressão osmótica entre o queijo e a salmoura é estabelecida, e, consequentemente, há 
movimento de moléculas de NaCl, como íons de Na+ e Cl-, da salmoura para o queijo e um 
contra fluxo de água que se difunde através da matriz do queijo para a salmoura, a fim de 
restabelecer o equilíbrio osmótico (GUINEE; FOX, 2004; GUINEE, 2004). 
Diversos fatores afetam a absorção de sal pelo queijo durante a salga em salmoura, 
são eles: concentração da salmoura e o gradiente de concentração entre salmoura e queijo; 
tempo de salga; temperatura do queijo e da salmoura; geometria do queijo; umidade inicial do 
queijo e pH do queijo e da salmoura (GUINNE; SUTHERLAND, 2011). 
De forma geral, quanto maior a concentração de sal na salmoura, maior será a 
absorção de sal pelo queijo (GUINEE; FOX, 2004; GUINEE, 2004). No entanto, altas 
concentrações podem levar a desidratação da superfície do queijo e consequente redução da 
absorção de sal (BARONI, 2003). Baroni et al. (2003) estudaram a difusão de sal em queijo 
Prato em diferentes concentrações de salga (15, 20 e 25 %) e obtiveram maior coeficiente de 
difusão efetivo em salmoura com 20 % sal. O menor coeficiente de difusão efetivo obtido no 
caso da salmoura com 25 % de sal foi associado à maior desidratação superficial dos queijos 
submetidos à essa condição de salga. 
A absorção de sal aumenta com o tempo de salga. No entanto, a taxa de absorção 
diminui com o tempo como consequência da redução do gradiente de concentração entre queijo 
e salmoura (GUINEE; FOX, 1986).  
Em queijos do mesmo formato, a taxa de absorção de sal aumenta com o aumento 
da razão entre área superficial e volume (GUINEE; FOX, 1986). Estudos da difusão de sal 
durante a salga em salmoura padronizam a relação entre volume de queijo e volume de salmoura 
a fim de excluir essa fonte de variação (BARONI et al., 2003; BONA et al., 2004; GERLA; 
RUBIOLO, 2003). 
O pH da salmoura afeta a absorção de sal pelo queijo devido ao efeito da 
concentração de íons H+ em solução no intercâmbio de íons Ca2+, ligados à para-caseína, por 





isso, há pouca incorporação de íons Na+. Em pH acima de 5,8 há excesso de íons Ca2+ ligados 
à para-caseína, o que leva a excessiva incorporação de Na+ (PERRY, 2004). 
O cloreto de cálcio é adicionado à salmoura a fim de minimizar defeitos 
relacionados à absorção de água pela matriz proteica. Na ausência de cálcio na salmoura, a 
difusão do cálcio presente na umidade do queijo para a salmoura leva à solubilização e perda 
de cálcio ligado à matriz proteica resultando em hidratação da para-caseína e absorção de água 
do meio. A adição de cálcio à salmoura, na forma de cloreto de cálcio estabelece um equilíbrio 
entre queijo e salmoura evitando, portanto, a absorção de água (GUINEE; FOX, 2004; LUO et 
al., 2013). 
A segunda lei de Fick é frequentemente usada para calcular a transferência de massa 
durante a salga de queijos, no entanto, simplificações impostas no modelo podem afetar a sua 
acurácia (BARONI et al., 2003). 
  
3. Alterações proteolíticas durante a maturação 
  
Algumas variedade de queijos, sobretudo aquelas obtidas por coagulação ácida, não 
são submetidas à maturação. No entanto, os queijos obtidos por coagulação enzimática são 
maturados por períodos que variam de 2 semanas, como é o caso do queijo Muçarela, a 2 anos 
ou mais, como no caso dos queijos Parmesão e Cheddar extra maturado (FOX et al., 2000; 
McSWEENEY, 2004). 
A maturação é responsável pela formação de características de sabor, aroma, textura 
e, em alguns casos, aparência de cada variedade de queijo (FOX et al., 2000). Consiste em um 
fenômeno complexo caracterizado por uma série de mudanças bioquímicas: glicólise da lactose 
residual e catabolismo do lactato, lipólise e catabolismo dos ácidos graxos livres, proteólise e 
catabolismo dos amino ácidos e catabolismo do citrato em algumas variedades, como mostra o 







Figura 1. Vias bioquímicas que ocorrem durante a maturação de queijos. FONTE: Adaptado 
de McSweeney, 2004. 
 
Dentre as mudanças que ocorrem na maturação, a proteólise é o fenômeno mais 
complexo e é considerado, em muitas variedades, o evento mais importante (McSWEENEY, 
2004; FOX et al., 2000; UPADHYAY et al., 2004). A proteólise leva a mudanças na textura do 
queijo por meio da hidrólise da matriz proteica, aumento da capacidade de retenção de água 
decorrente da quebra das ligações peptídicas e consequente liberação de grupos carboxílico e 
amino e o aumento do pH devido a liberação de amônia (UPADHYAY et al., 2004).  
Os peptídeos formados pela hidrólise das proteínas apresentam importante impacto 
no sabor e no aroma de queijos maturados. No entanto, acredita-se que a principal contribuição 
da proteólise para a formação do sabor dos queijos é a liberação de aminoácidos que atuam 
como precursores de complexas reações de catabolismo que levam à formação de compostos 
voláteis (McSWEENEY, 2004). 
Os principais agentes proteolíticos que atuam no processo de maturação dos queijos 
são o coagulante residual, enzimas naturais do leite como a plasmina, enzimas provenientes do 





adicionadas para acelerar a maturação (SOUSA et al.; 2001; McSWEENEY; SOUSA, 2000; 
WALSTRA et al.; 2006). 
De forma geral, as caseínas são hidrolisadas inicialmente pela ação do coagulante 
residual e pela plasmina, formando peptídeos de tamanhos grande e intermediário que são 
posteriormente hidrolisados pelas proteases e peptidases provenientes das culturas láticas ou 
microflora secundária a pequenos peptídeos e aminoácidos (UPADHYAY et al., 2004). 
O principal papel da quimosina no processo de fabricação de queijos é a hidrólise 
da ligação Phe105-Met106 da κ-caseína, no entanto, embora boa parte da enzima seja removida 
no soro, atividade residual do coagulante permanece na massa após a fabricação, 
desempenhando importante papel na proteólise que ocorre no processo de maturação (SOUSA 
et al.; 2001). Cerca de 0 a 30 % do coagulante adicionado é retido na massa, dependendo do 
tipo de enzima utilizado, da temperatura de cozimento, do pH na dessoragem, e da umidade da 
massa (UPADHYAY et al., 2004). 
A quimosina residual atua na ligação Phe23-Phe24 da αs1-caseína, hidrólise associada 
ao amolecimento inicial de queijo, levando à formação de um peptídeo pequeno αs1-CN f1-23 
que é rapidamente hidrolisado pelas proteinases provenientes das culturas láticas levando à 
formação de peptídeos reconhecidos como amargos (UPADHYAY et al., 2004; BROADBENT 
et al.; 1998). A αs2-caseína é relativamente resistente à ação da quimosina, sendo os sítios de 
ação da enzima restritos à regiões hidrofóbicas da molécula (sequências 90-120 e 160-207) 
(UPADHYAY et al., 2004).  
A ação da quimosina residual na β-caseína leva à formação de peptídeos 
extremamente hidrofóbicos relacionados à gosto amargo (McSWEENEY, 1997). Em solução, 
a quimosina cliva rapidamente a ligação Leu192-Tyr193 da β-caseína, levando à formação do 
peptídeo β-CN f1-192 (β-I-caseína) e o peptídeo β-CN f193-209, extremamente hidrofóbico 
(FOX et al.; 2000).  
A hidrólise da β-caseína em queijos ocorre principalmente devido à ação da 
plasmina. A β-caseína apresenta de 15 a 17 potenciais sítios de ação da plasmina, mas apenas 
três ligações sofrem hidrólise em níveis significativos: Lys28-Lys29, Lys105-His106 e Lys107-
Glu108, resultando na formação das frações β-CN f29-209, β-CN f106-209 e β-CN f108-209 e 
proteose peptonas (β-CN f1-28, β-CN f29-105, β-CN f29-107, β-CN f1-105 e β-CN f1-107) 
(UPADHYAY et al., 2004; FOX et al., 2000; SOUSA et al., 2001).  
A αs2-caseína em solução é hidrolisada pela plasmina em oito sítios de ação levando 





apresente maior atividade sobre a β-caseína e αs2-caseína, hidrolisa a αs1-caseína nas ligações 
Arg22-Phe23, Arg90-Tyr91, Lys103-Tyr104, Lys105-Val106, Lys124-Glu125 e Arg151-Gln152 e não 
apresenta ação sobre a κ-caseína (FOX et al., 2000). 
O queijo Prato é um queijo maturado por no mínimo 25 dias, logo, a proteólise 
desempenha um papel importante na formação das características do produto final. A proteólise 
do queijo Prato foi estudada em função do tipo de coagulante empregado (ALVES et al., 2013), 
na presença de Lactobacillus acidophilus La5 e Bifidobacterium Bb12 (CHAVES; GIGANTE, 
2016), em função da incorporação de enzimas proteolíticas (SILVA et al., 1999) e da adição da 
cultura adjunta Streptococcus thermophilus (SILVA et al., 2006). 
De forma geral, esses trabalhos indicam que o perfil de degradação dessa variedade 
de queijo apresenta hidrólise da αs1-caseína pelo coagulante residual na ligação Phe23-Phe24 no 
início da maturação levando à formação do peptídeo αs1-I-CN e apresenta, ainda, a hidrólise da 
β-caseína pela plasmina. No entanto, não existem estudos na literatura que apresentem a 
caracterização da proteólise dessa variedade de queijo no que diz respeito ao perfil dos 
peptídeos de baixo peso molecular formados, o que permitiria maior compreensão dos 
processos proteolíticos envolvidos na maturação ao nível molecular. 
Às mudanças proteolíticas são atribuídas diversas características desejáveis ou 
indesejáveis em queijos maturados. São associadas à proteólise mudanças na textura 
decorrentes da hidrólise da caseína que contribuem para a formação da estrutura do queijo e o 
desenvolvimento de sabor, fatores importantes para a aceitação sensorial dos queijos. Da 
mesma forma, amargor e amolecimento excessivo são defeitos relacionados à proteólise 
excessiva. Logo, fatores que afetam esse processo bioquímico podem resultar em mudanças nas 
características físico-químicas e sensoriais de queijos. 
 
4. A função do sal nas propriedades do queijo 
 
O teor de sal em queijos varia de 0,7 %, no queijo Emmental, a 6 %, no queijo 
Domiatti (GUINEE; FOX, 2004). Apesar de presente em pequena quantidade na maioria dos 
queijos, o sal apresenta efeito em diversas propriedades do queijo. 
Por ser o principal determinante da atividade de água em queijos, o sal exerce 
controle no crescimento microbiano, atividade enzimática, mudanças bioquímicas durante a 
maturação e no desenvolvimento simultâneo de sabor e aroma. Juntamente com pH e teor de 





de retenção de água da matriz proteica, sua tendência à sinérese, reologia, textura e propriedades 
de cozimento (GUINEE, 2004). A adição de sal contribui ainda para o sabor e o aroma de 
queijos por conferir gosto salgado, por mascarar off-flavours e por inibir a ação de bactérias que 
levam a formação de off-flavours (BINTSIS, 2006). 
O efeito do sal na preservação se dá devido à redução da atividade de água. Os 
microrganismos patogênicos apresentam tolerância ao sal bastante variada. Dessa forma, o sal 
geralmente não age sozinho na preservação de queijos mas pode ser considerando como um 
dos obstáculos para o desenvolvimento de patógenos em queijos (GUINNE; SUTHERLAND, 
2011). 
 O crescimento de culturas láticas mesofílicas comumente empregadas na 
fabricação de queijos, como por exemplo Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis 
subsp. cremoris, é estimulado por concentrações de sal na umidade (S/U) na faixa de 2 a 3 %, 
mas é inibido em concentrações maiores ou iguais a 5 % (PERRY, 2004; GUINNE; 
SUTHERLAND, 2011). 
 Com relação à proteólise do queijo, o efeito do sal está relacionado à sua 
capacidade de estimular ou inibir a ação de diferentes enzimas dependendo da concentração 
empregada (GUINEE; FOX, 2004). A atividade de enzimas solúveis em água reduz à medida 
que a atividade de água é reduzida com a adição de sal.  No caso das enzimas coagulantes, a 
hidrólise da αs1-caseína, em sistema modelo, é estimulada pelo aumento da concentração de sal 
na umidade até uma concentração máxima de 6 %, enquanto a hidrólise da β-caseína é inibida 
a uma concentração de sal na umidade de 5 %. A ação da plasmina, no entanto, é estimulada 
por teores de sal na umidade até cerca de 2 % e é inibida em teores mais altos (GUINNE; 
SUTHERLAND, 2011).  
 O efeito do sal na funcionalidade do queijo está relacionado às mudanças na 
capacidade de retenção de água. A adição de sal em queijo aumenta as interações entre proteína 
e água, reduzindo, portanto, as interações hidrofóbicas proteína-proteína, levando a menor 
agregação proteica (PAULSON et al., 1998). O sal favorece a hidratação da matriz proteica, 
como resultado da substituição de cálcio ou fosfato de cálcio ligados à para-caseína pelo sódio 
adicionado ao queijo no processo de salga (GUINEE; FOX, 2004). Guo et al. (1997) 
verificaram maior capacidade de retenção de água em queijos Muçarela submetidos a salga em 
salmoura em comparação a queijos sem salga. Esse resultado é consistente com o modelo 
proposto por Guo e Kindstedt (1995) que atribui o intumescimento da matriz proteica durante 





Devido ao efeito na hidratação proteica, o sal apresenta grande influência na 
microestrutura de queijos (GUINEE; FOX, 2004). Como resultado desse intumescimento da 
matriz proteica, queijos com sal apresentam microestrututa mais homogênea e contínua, 
enquanto queijos sem sal apresentam canais de soro livre presentes na matriz proteica 
(PAULSON et al., 1998).  
 
5. Redução de sal em queijos 
 
Embora exista uma forte tendência para redução de sal em alimentos e, em especial, 
em queijos, considerando o papel do sal na formação das características dos queijos, sua 
redução nessa categoria de produtos de forma a obter um produto seguro e com qualidade 
aceitável pelo consumidor apresenta-se ainda como um desafio para a indústria de alimentos. 
Nesse contexto, há várias estratégias para a redução de sódio em queijos, tais como 
a redução do teor de sal ao mínimo requerido para atingir as características desejáveis, 
substituição parcial do NaCl por outro sal e adição de substâncias realçadoras de sabor como o 
extrato de levedura para compensar a perda de gosto salgado decorrente da redução de sal 
(GUINNE; SUTHERLAND, 2011; GUINEE; FOX, 2004). 
 Uma abordagem comum para redução do sal em queijos é a substituição parcial 
de cloreto de sódio por outros sais, sendo o cloreto de potássio (KCl) o mais utilizado para esse 
fim. Essa abordagem apresenta a possibilidade de manutenção da atividade de água e, 
consequentemente, manutenção da atividade enzimática e da estabilidade microbiológica do 
queijo (GRUMMER et al., 2013). No entanto, quando adicionado em altas concentrações, o 
cloreto de potássio leva à formação de gosto amargo e sabor metálico no produto (GUINEE, 
2004; GUINNE; SUTHERLAND, 2011), podendo afetar sua aceitação sensorial. 
Thibaudeau et al. (2015) observaram que a substituição de 25 % de NaCl por KCl 
em queijo Muçarela não teve impacto na proteólise e no sabor dos queijos, porém, a substituição 
de 50 % resultou em percepção de off-flavours, sendo reportado sabor metálico nos produtos. 
Resultado semelhante foi reportado por Katsiari et al. (1997), que substituíram parcialmente 
NaCl por KCl em queijo Feta, e observaram que a substituição de até 50 % não apresentou 
mudanças significativas na textura instrumental e nos atributos sensoriais avaliados (aparência, 
textura e sabor), embora sabor residual metálico/amargo tenha sido percebido por alguns 





Provavelmente, uma das maneiras mais efetivas para reduzir o teor de sal em 
queijos é utilizar o teor de sal mínimo requerido para atingir a qualidade adequada para cada 
variedade (GUINEE; O’KENNEDY, 2007). Ganesan et al. (2014), observaram que a redução 
de 1,8 a 1,35 % (25 % de redução) de sal em Muçarela e Cheddar não afetou a aceitação 
sensorial dos queijos, sendo que maiores reduções levaram a diferenças significativas na 
aceitação.  
Schroeder et al. (1988) avaliaram a redução de sal adicionado em queijo Cheddar e 
verificaram que a redução do teor de sal de 1,44 % a 1,12 % (22 % de redução) não afetou 
sabor, textura e aceitação global do produto. No entanto, maiores reduções levaram à maior 
percepção de acidez e amargor, presença de sabor residual desagradável, redução no sabor 
característico de queijo Cheddar. Os autores observaram, ainda, mudanças na textura do queijo 
apresentando redução de firmeza e aumento de adesividade e coesividade como decorrência da 
redução no teor de sal. 
 Da mesma forma, Wyatt (1983) avaliou o efeito da redução de sal sobre a aceitação 
de queijo Cottage e observou que a redução de 1 % para 0,65 % de sal (35 % de redução) não 
afetou a aceitação global, sabor, textura e aparência dos queijos, sendo que a redução de 50 % 
no teor de sal resultou em diferenças significativas na aceitação do produto.  
A influência do teor de sal (1,3; 1,7 e 2 %) em queijo Cheddar com teor reduzido 
de gordura foi investigada por Mistry e Kaperson (1998). Os autores observaram aumento da 
proteólise com a redução no teor de sal. A degradação da αs1-caseína foi menor no maior teor 
de sal mas a degradação da β-caseína não foi impactada pelos diferentes teores de sal. A redução 
no teor de sal de 2 % a 1,3 % levou ao aumento da percepção dos gostos ácido e amargo.  
Rulikowska et al. (2013) avaliaram o impacto de diferentes teores de sal (0,5; 1,25; 
1,8; 2,25; 2,5 e 3 %) em queijo Cheddar e observaram que a redução do teor de sal resultou em 
aumento de proteólise primária e secundária, com aumento na degradação de αs1-caseína e β-
caseína. A redução no teor de sal levou à redução na firmeza, sendo os queijos com menores 
teores de sal (0,5 % e 1,25 %) caracterizados por um corpo mais macio. O desenvolvimento de 
amargor nos tratamentos com teor reduzido de sal foi atribuído à maior degradação da β-
caseína.  
O amargor detectável em queijos é considerado um defeito de sabor resultante do 
acúmulo de pequenos peptídeos hidrofóbicos. As caseínas intactas não são associadas a gosto 
amargo, mas contém regiões hidrofóbicas que podem levar à formação de peptídeos amargos 





O amargor de peptídeos depende da composição e sequência aminoacídica, bem 
como do tamanho da cadeia peptídica. Em processos de hidrólise proteica, há aumento do 
amargor a medida que ocorre a redução do peso molecular e exposição das cadeias laterais 
hidrofóbicas (SCHWENKE, 1997). Peptídeos amargos são formados pela ação de várias 
proteases sobre as caseínas e o gosto amargo ocorre quando há acúmulo de tais peptídeos em 
concentrações excessivas como resultado da superprodução ou da inadequada degradação pelas 
peptidades (McSWEENEY, 1997). 
Peptídeos amargos podem ser provenientes da degradação de αs1- e β-caseína.  
Dentre os peptídeos reconhecidos como amargos presentes em queijos maturados destacam-se 
o fragmento β-CN f193-209 e alguns peptídeos derivados da degradação do fragmento αs1-CN 
f1-23 (BROADBENT et al., 1998; SOERYAPRANATA et al., 2008; SOERYAPRANATA, 
2002a).  
De forma geral, os estudos indicam a possibilidade de redução de sal a níveis que 
não impactem as características sensoriais e a segurança dos queijos. Logo, o maior 
entendimento da relação entre a redução de sal e as mudanças na proteólise das diferentes 
variedades de queijo, como foco na elucidação dos mecanismos envolvidos e peptídeos 
formados é de grande importância para a determinação do teor mínimo requerido para atingir 
as características desejáveis bem como possíveis estratégias para minimizar defeitos em 
produtos com teor reduzido de sal. 
 
6. Metodologias empregadas para caracterização da proteólise em queijos 
 
A extensão da proteólise varia muito entre as diversas variedades de queijos devido 
aos diferentes processos aplicados, que levam a diferenças na atividade enzimática e na 
composição (UPADHYAY et al., 2004). O teor de sal, por exemplo, é inversamente 
proporcional à extensão da proteólise primária e secundária em queijos, sendo a formação de 
gosto amargo perceptível em queijos com teor reduzido de sal atribuída à maior extensão da 
proteólise (GUINEE; FOX, 2004; SCHROEDER et al., 1988; RULIKOWSKA et al., 2013). 
O estudo dos mecanismos envolvidos na proteólise e o efeito de agentes 
proteolíticos na formação dos produtos de degradação das caseínas no processo de maturação 
de queijos tem sido amplamente estudado em diversas variedades, tais como Cheddar (ALLI et 
al.; 1998; BROADBENT et al.; 1998; GOULDSWORTHY et at., 1996), Parmeggiano-





2001), Gouda (EXTERKATE et al., 1996) e Prato (SILVA et al., 1999; SILVA et al., 2006; 
ALVES et al., 2013; CHAVES; GIGANTE, 2016). 
Métodos analíticos utilizados para a caracterização da proteólise de queijos podem 
ser divididos em dois grupos: não específicos e específicos. Métodos não específicos incluem 
a determinação de nitrogênio solúvel em diferentes solventes tais como água, tampões com pH 
4,6, ácido tricloroacético, NaCl e etanol e, ainda, a quantificação de grupos reativos. Métodos 
específicos incluem a utilização de técnicas que permitam a determinação de peptídeos 
específicos tais como técnicas cromatográficas e eletroforéticas (FOX et al., 2000; FOX et al.; 
1995). 
Enquanto os métodos não específicos permitem a avaliação da extensão da 
proteólise e a ação dos agentes proteolíticos estudados de forma geral, os métodos específicos 
permitem o monitoramento da proteólise de caseínas específicas e a identificação de peptídeos 
formados, permitindo, portanto, maior entendimento dos mecanismos envolvidos (FOX et al., 
2000). 
Diversas técnicas cromatográficas já foram empregadas no estudo da proteólise de 
queijos como cromatografia em papel, cromatografia de camada delgada, cromatografia de 
troca iônica e, mais recentemente, cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa (FOX 
et al., 2000; REHN et al., 2010; BROADBENT et al, 1998). 
A eletroforese em gel é uma técnica bastante eficaz para a análise da proteólise 
primária em queijos. Consiste na separação de proteínas por meio da migração de moléculas 
carregadas em um campo elétrico, possibilitando a compreensão do perfil de degradação das 
caseínas (SOUSA; McSWEENEY, 2001; ROSSANO et al., 2005; MONTEIRO, et al., 2011). 
No entanto, a dificuldade de quantificação dessa degradação é o principal fator limitante desse 
método (FOX et al., 2000). 
A utilização de técnicas mais sofisticadas como a eletroforese capilar e a 
espectrometria de massas é vista como uma tendência no estudo da proteólise das caseínas 
(SOUSA et al., 2001).  
A eletroforese capilar, da mesma forma que a eletroforese em gel, consiste em uma 
técnica de separação baseada na migração diferenciada dos diversos compostos presentes na 
amostra quando submetidos à determinado campo elétrico (TAVARES, 1996). Essa técnica 
vêm sendo empregada para o estudo da hidrólise das caseínas nos queijos Cheddar 
(BROADBENT et al., 1998), Serpa (ROSEIRO et al., 2003a; ROSEIRO et al., 2003b), 





extra duro (REHN et al., 2010), Prato (ALVES et al., 2013) e Prato probiótico (CHAVES; 
GIGANTE, 2016). São vantagens da utilização da eletroforese capilar, em relação aos métodos 
eletroforéticos convencionais, a alta eficiência, boa resolução, alta velocidade de análise e 
completa automação analítica (TAVARES, 1996). 
Diversas técnicas de espectrometria de massas já foram empregadas no estudo da 
maturação de queijos: espectrometria de massas por ionização por eletrospray (ESI-MS) (ALLI 
et al., 1998; EXTERTAKE et al., 1996); espectrometria de massas por bombardeamento rápido 
(FAB-MS) (ADDEO et al, 1994; EXTERTAKE et al., 1996) e espectrometria de massas por 
ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-ToF MS) (SOERYAPRANATA et 
al.; 2008; SOERYAPRANATA et al., 2004; SOERYAPRANATA et al., 2002a; 
SOERYAPRANATA et al.; 2002b; PIRAINO et al., 2007; ROSSANO et al., 2005). 
O MALDI-ToF MS é uma técnica de espectrometria de massas que surgiu na 
década de 1980 possibilitando a análise de proteínas e polipeptídios que até então não era 
possível por espectrometria de massas devido à polaridade e ao caráter não volátil dessas 
moléculas. O MALDI-ToF MS têm sido amplamente utilizado para a análise de proteínas e 
peptídeos presentes em alimentos, apresenta precisão na determinação da massa molecular e 
alta sensibilidade, da ordem de picomol a femtomol (ALOMIRAH et al., 2000). 
Piraino et al. (2007) utilizaram a técnica MALDI-ToF MS para caracterização da 
proteólise de diversas variedades de queijos pela análise da fração peptídica solúvel em pH 4,6 
e etanol 70 % utilizando uma forma de preparo de amostra bastante simples. A metodologia 
aplicada se mostrou um método rápido e eficaz para a avaliação e quantificação relativa de 
pequenos peptídeos formados na proteólise. Além disso, viabilizou a obtenção de massas 
moleculares com boa precisão possibilitando o entendimento da origem dos peptídeos formados 
com base na especificidade das enzimas presentes.  
Soeryapranata et al. (2002b) utilizaram a técnica MALDI-ToF MS para 
quantificação do peptídeo β-CN f193-209 em Queso Fresco concluindo que o método 
empregado foi eficaz para a rápida quantificação de peptídeos específicos em queijos, 
constituindo, portanto, uma importante ferramenta para o estudo da maturação desse produto.  
A mesma técnica também foi utilizada por Rossano et al. (2005) em associação à 
eletroforese gel e à cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC) para 
acompanhamento da maturação de queijo Cheddar miniatura produzido com diferentes 
coagulantes. O uso da técnica MALDI-ToF permitiu a detecção de picos relacionados a 





Considerando os possíveis efeitos da redução no teor de sal no desenvolvimento da 
proteólise em queijos maturados e a eficácia da técnica MALDI-ToF MS para caracterização 
da proteólise à nível molecular pela análise da fração peptídica, entende-se que essa seja uma 
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Durante a maturação, uma série de mudanças bioquímicas ocorrem, levando à formação do 
aroma, sabor e textura característicos dos queijos maturados. Dentre as alterações que ocorrem 
durante a maturação, a proteólise é o evento mais complexo. No caso específico do queijo Prato, 
há muitos estudos que investigam a sua maturação, mas não existem estudos na literatura que 
caracterizem a proteólise dessa variedade de queijo no que diz respeito à identificação de 
peptídeos de baixa massa molecular presentes no produto final. O objetivo desse estudo foi 
caracterizar a proteólise do queijo Prato comercial ao nível molecular por MALDI-ToF MS e 
eletroforese capilar. Dez marcas de queijo Prato comercial foram caracterizadas com relação à 
sua composição centesimal e foram submetidas ao fracionamento de acordo com a sua 
solubilidade em pH 4,6. A fração insolúvel em pH 4,6 foi submetida à análise por eletroforese 
capilar para avaliação do perfil de hidrólise das caseínas presentes. A fração solúvel em pH 4,6 
foi liofilizada, dissolvida em etanol 70 %, e analisada por MALDI-ToF. A análise por 
eletroforese capilar revelou um padrão característico de hidrólise dessa variedade de queijo que 
independe das diversas variáveis de processo e estocagem. Um padrão de proteólise bastante 
complexo foi identificado, com a formação de 44 peptídeos previamente reportados na 
literatura. De forma geral, os peptídeos identificados nos queijos revelam que a proteólise dessa 
variedade de queijo foi caracterizada pela ação inicial da quimosina levando à formação de 
peptídeos de tamanho intermediário que são posteriormente hidrolisados pelas enzimas 
provenientes das culturas láticas adicionadas. Queijos com teor de sal na umidade superior a 5 
% apresentaram um acúmulo do peptídeo m/z 1536 (αs1-CN f1-13), sugerindo uma possível 
relação entre a intensidade relativa desse peptídeo e a concentração de sal. A análise de 
componentes principais realizada a partir dos dados de massa espectrais resultou na 
discriminação das amostras pertencentes às diferentes marcas avaliadas.  
 












A proteólise da caseína envolve uma série de reações que levam à formação de 
produtos que variam desde peptídeos de tamanho grande, comparáveis a caseínas intactas, até 
aminoácidos e seus produtos de degradação. Apresenta, portanto, importante contribuição para 
a formação das propriedades de textura, sabor e aroma característicos das diversas variedades 
de queijos (McSweeney, 2004; Upadhyay, McSweeney, Magboul, & Fox, 2004; Fox, 
McSweeney, & Singh, 1995; Fox, Guinee, Cogan, McSweeney, 2000). 
Diversas metodologias vêm sendo aplicadas para o estudo das mudanças 
bioquímicas que ocorrem durante a proteólise de queijos. Os métodos tradicionais, classificados 
como não específicos, fornecem resultados que permitem a análise da extensão da proteólise de 
forma geral, mas não permitem a caracterização dos peptídeos específicos formados e 
consequente estudo dos mecanismos envolvidos (Fox et al., 1995; Fox et al., 2000; Sousa, Ardo, 
& McSweeney, 2001). 
Recentemente, métodos específicos que permitem a identificação do perfil da 
hidrólise e peptídeos formados como a eletroforese capilar, técnicas cromatográficas e 
espectrometria de massas vem sendo amplamente utilizados no intuito de compreender os 
mecanismos envolvidos na proteólise em queijos (Rehn, Petersen, Saedén, & Ardö, 2010; 
Broadbent, Strickland, Weimer, Johnson, & Steele, 1998; Gouldsworthy, Leaver, & Banks, 
1996; Piraino et al., 2007; Addeo et al., 1992; Addeo et al., 1994; Exterkate, Lagerwerf, 
Haverkamp, & Schalkwijk, 1996; Sousa & McSweeney, 2001; Alli, Okonieska, Gibbs, & 
Kunishi., 1998; Rossano et al., 2005). 
A eletroforese capilar é uma técnica de separação empregada com sucesso no estudo 
da hidrólise das caseínas ao longo da maturação de diversas variedades de queijo tais como 
Cheddar (Broadbent et al., 1998), Serpa (Roseiro, Garcia-Risco, Barbosa, Ames, & Wilbey, 
2003; Roseiro, Gómez-Ruiz, García-Risco, & Molina, 2003), Muçarela (Otte, Zakora, 
Kristiansen, & Qvist, 1997), Feta (Otte et al., 1997), Dambo (Otte et al., 1997), queijo extra 
duro (Rehn et al, 2010), Prato (Alves, Merheb-Dini, Gomes, Da Silva, & Gigante,  2013) e 
Prato probiótico (Chaves & Gigante, 2016).  
O MALDI-ToF tem se destacado como uma técnica eficaz para a análise de 
peptídeos em queijos (Piraino et al., 2007; Soeryapranata et al., 2002a; Soeryapranata et al., 
2002b; Soeryapranata, Powers, Ünlü, 2008). Esta técnica foi utilizada para caracterizar a 





(2007), revelando-se um método rápido e eficaz para a avaliação e quantificação relativa de 
pequenos peptídeos formados na proteólise.  
A caracterização da proteólise de diferentes variedades de queijos, bem como 
variedades regionais, como é o caso do queijo Prato, tem se mostrado uma tendência de estudo 
na área (Sousa et al., 2001; Pirano et al., 2007). 
O queijo Prato é um queijo tipicamente brasileiro, obtido por coagulação enzimática 
e maturado por no mínimo 25 dias antes de ser liberado para comercialização. É classificado 
como um queijo gordo, de média umidade com consistência semidura, elástica e apresenta 
textura compacta, lisa, fechada, com alguns olhos pequenos arredondados e/ou algumas 
olhaduras mecânicas (Brasil, 1997).  
Estudos que avaliam a proteólise do queijo Prato tradicionalmente utilizam técnicas 
não específicas tais como a quantificação das frações nitrogenadas solúveis em pH 4,6 e em 
TCA 12 % (Mazal, Vianna, Santos, & Gigante, 2007; Narimatsu, Dornellas, Spadoti, Pizaia, & 
Roig, 2003, Minussi, Furtado, & Masquim, 1995). A utilização da eletroforese gel (Silva, Van 
Dender, & Baldini, 1999; Monteiro, Costa, & Gigante, 2011) e da eletroforese capilar (Alves et 
al., 2013; Chaves & Gigante, 2016) no estudo da proteólise possibilitou maior elucidação do 
perfil de hidrólise das caseínas nessa variedade de queijo. De forma geral, observa-se que a 
proteólise do queijo Prato caracteriza-se pela hidrólise da αs1-caseína pelo coagulante residual 
na ligação Phe23-Phe24 no início da maturação levando à formação do peptídeo αs1-I-CN e, em 
menor proporção, a hidrólise da β-caseína pela plasmina.  
Embora o estudo da maturação do queijo Prato apresente bastante evolução nos 
últimos anos, não existem estudos na literatura que utilizem a técnica MALDI-ToF MS em 
associação com eletroforese capilar para a caracterização da proteólise do queijo Prato. Neste 
contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a proteólise de queijo Prato comercial por 












2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Amostras de queijo Prato 
 
Amostras de queijo Prato de 10 marcas comercializadas na região de Campinas, SP, 
foram obtidas no comércio local. Foram adquiridos queijos com o tempo de fabricação entre 
30 e 52 dias, os quais foram identificados como C1 a C10, em ordem crescente do tempo de 
fabricação conforme declarado no rótulo pelo fabricante. 
 
2.2. Determinação da composição dos queijos 
 
Os queijos foram analisados quanto ao pH com a utilização de potenciômetro 
(Digimed DM22, São Paulo, SP, Brasil), teor de gordura pelo método de Gerber (BSI, 1989), 
nitrogênio total (AOAC, 2006a), umidade (AOAC, 2006b), e sal pelo método de Volhard 
(Richardson, 1985). O teor de sal foi expresso, também, como sal na umidade (S/U). Os queijos 
foram analisados quanto ao teor de sódio por fotometria de chamas. As amostras foram 
incineradas em mufla (550 °C por 16 horas), as cinzas obtidas foram diluídas em solução de 
HNO3 3 % e o teor de sódio foi determinado em fotômetro de chamas (Digimed DM62, São 
Paulo, SP, Brasil). 
Os resultados foram avaliados por Análise de Variância (ANOVA). Em caso de 
diferença, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey considerando-se nível de 
significância de 5 %. Os resultados foram analisados utilizando-se o programa Statistica 7.0. 
 
2.3. Fracionamento dos peptídeos pela solubilidade em pH 4,6 e etanol 70 % 
 
Os queijos triturados foram inicialmente homogeneizados em Stomacher 400 
(Seward Laboratory, UK) com o dobro da quantidade de água por 10 minutos, de acordo com 
a metodologia de Kuchroo & Fox (1982).  
O fracionamento dos peptídeos foi realizado de acordo com a metodologia descrita 
por Piraino et al. (2007). A mistura homogeneizada obtida foi acidificada a pH 4,6 com HCl 
1,0 M, mantida a temperatura ambiente por 30 minutos e, então, o pH foi reajustado a 4,6. A 
solução foi mantida a 40 °C por 1 hora e centrifugada a 3000 g por 30 minutos a 4 °C em 





em lã de vidro e papel de filtro Whatman No. 113 e congelado a -80 °C. O pellet obtido, fração 
insolúvel em pH 4,6, foi recolhido para posterior análise por eletroforese capilar. O 
sobrenadante, fração solúvel em pH 4,6 foi liofilizado. Alíquotas das amostras liofilizadas (10 
mg), em duplicata, foram dissolvidas em 1 mL de etanol 70 %, mantidas a temperatura ambiente 
por 30 minutos e centrifugadas 13000 g por 10 minutos. O sobrenadante obtido, fração solúvel 
em pH 4,6 e etanol 70 %, foi separado para análise por MALDI-ToF. 
 
2.4. Análise da fração insolúvel em pH 4,6 por Eletroforese Capilar  
 
A fração insolúvel em pH 4,6 foi analisada por eletroforese capilar de acordo com 
Ortega, Albillos, & Busto (2003) e Otte et al. (1997), com as modificações descritas por Alves 
et al. (2013). A separação foi realizada utilizando-se capilar de sílica fundida de 57 cm (50 cm 
de comprimento efetivo até o detector x 75 µm, usando o sistema P/ACE MDQ (Beckman 
Coulter, Santana de Parnaíba, SP, Brasil) e software Karat (Beckman Coulter). Uma amostra 
de 20 mg da fração insolúvel em pH 4,6 foi dissolvida em 1 mL de solução tampão contendo 
10 mM de fosfato de sódio, 8 M de uréia e 10 mM de ditiotreitol (DTT) em pH 8,0 e mantida 
em repouso por aproximadamente 1 hora. As amostras foram filtradas (0,45 μm) e injetadas por 
5 segundos a 0,5 psi. 
A separação ocorreu a 18,5 kV e 23 °C e a detecção foi realizada a 214 nm durante 
60 minutos. Entre as corridas, o capilar foi condicionado por lavagem com NaOH (0,5 M) por 
5 minutos, água pura por 5 minutos e tampão de corrida (10 mM de fosfato de sódio, uréia 6 M 
e 0,05 % hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com pH ajustado para 3,0) por 5 minutos. 
Os picos obtidos nos eletroferogramas capilares foram identificados de acordo com 
Otte et al. (1997), Rehn et al. (2010) e Alves et al. (2013). 
 
2.5. Análise da fração solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % por MALDI-ToF MS 
 
2.5.1. Procedimentos Experimentais Gerais 
 
Acetonitrila grau HPLC (≥ 99,9 %), ácido α-ciano-4-hidroxi-cinâmico (CHCA, 99 
%) e ácido trifluoracético (99 %) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), e o 






2.5.2. Análise por MALDI-ToF MS 
 
Os espectros de massas dos peptídeos foram obtidos com um instrumento MALDI-
TOF/TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com um laser SmartBeam. As 
amostras (1 µL) foram aplicadas sobre uma placa de aço (MSP 96 polished-steel target, Bruker 
Daltonics, Bremen, Alemanha), secas à temperatura ambiente, e sobrepostas com a solução de 
matriz (1 µL), a qual foi previamente preparada a partir de CHCA (ácido α-ciano-4-hidroxi-
cinâmico) dissolvido em 50 % de acetonitrila e ácido trifluoroacético 2,5 %. Posteriormente, a 
gotícula foi completamente evaporada e a placa inserida no espectrômetro de massas. O 
equipamento foi operado no modo reflector de íons positivos na faixa de massa de m/z 500-
3500, controlado pelo software FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics). A potência do laser foi 
ajustada a 50-80 % e as voltagens da fonte de íons 1, fonte de íons 2, lentes, reflector e o 
reflector 2 foram de 20,00, 17,47, 8,80, 22,00 e 10,10 kV, respectivamente. O tempo de extração 
dos íons pulsados foi de 30 ns e o limite de supressão de massa foi ajustado a m/z 500. O 
instrumento foi calibrado externamente utilizando o padrão de calibração de peptídeos II. Cada 
amostra foi analisada em quintuplicata. 
 
2.5.3. Processamento de Dados e Análises Quimiométricas 
 
Os dados dos espectros de massas foram processados utilizando o software 
FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics), que incluiu subtração da linha de base e normalização. 
Para cada espectro, uma lista de massas com as correspondentes intensidades relativas (%) 
foram exportadas para o Excel, onde foi montada a matriz de dados. Somente as variáveis que 
apresentaram intensidade relativa superior a 10 % foram incluídas na análise, a fim de reduzir 
o ruído e metabólitos de baixa abundância. O software online MetaboAnalyt 3.0 foi utilizado 
para as análises quimiométricas (Xia, Mandal, Sinelnikov, Broadhurst, & Wishar, 2012), no 
qual foi desenvolvido filtro de dados e pré-tratamento das amostras pelo método de Pareto. As 
ferramentas quimiométricas utilizadas foram a análise de componentes principais (PCA), um 
método não-supervisionado de reconhecimento de padrões, e a análise discriminante pelo 
método de mínimos quadrados parciais (PLS-DA), um método supervisionado aplicado com o 
intuito de identificar variáveis importantes com poder de discriminação, o qual foi validado 
pelos coeficientes de correlação múltipla (R2) e validação cruzada (Q2). A significância dos 
biomarcadores foi ranqueada usando o escore de importância de variável em projeção (VIP 





3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A composição físico-química dos queijos Prato avaliados é apresentada na Tabela 
1. Os queijos apresentaram diferença significativa em relação à composição, porém revelaram 
uma relativa uniformidade em relação aos teores de proteína e gordura no extrato seco, cujos 
valores médios foram 46,51 % ± 3,61 e 49,76 % ± 3,50, respectivamente. O coeficiente de 
variação das determinações foi da ordem de 7,5 % para os dois parâmetros. No entanto, em 
relação ao teor de sal na umidade, as amostras apresentaram maior dispersão relativa em torno 
da média, que foi da ordem de 40 %, com teor médio de sal na umidade de 4,59 % ± 1,88, e 
teores mínimo e máximo de 2,59 e 7,98 %, respectivamente. A variabilidade da composição do 
queijo Prato presente no mercado também foi demonstrada por outros autores (Moreno, Van 
Dender, Costa, Vialta, Lerayer, Silva, & Destro, 2002; Schiftan & Komatsu, 1980). Neste 
estudo, o teor de sódio variou de 384,75 a 848,12 mg/100 g de produto, com valor médio de 
587 mg/100 g. Tal discrepância foi também verificada em estudo publicado pela ANVISA 
através da avaliação de 26 marcas de queijo Prato, coletados em 15 estados brasileiros, cujo 
teor médio de sódio encontrado foi de 571 mg/100 g de queijo com valores variando de 326 e 
986 mg/100 g (Brasil, 2012).  
Apesar da variabilidade de composição, apenas 2 marcas não atenderam a 
legislação brasileira que classifica o queijo Prato como um queijo gordo (45 a 59,9 % de gordura 
em base seca) e de média umidade (36 a 45,9 %) (Brasil, 1997; Brasil, 1996). O queijo C8 que 
apresentou teor de gordura em extrato seco inferior à faixa estabelecida pela legislação e queijo 










Tabela 1. Composição físico-química dos queijos Prato comerciais. 
 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 p-valor 
pH 5,45d 5,39f 5,62b 5,55c 5,40ef 5,55c 5,42def 5,66a 5,43de 5,35g <0,0001 
Umidade (%) 41,20d 38,71d 42,77bc 47,27a 45,09b 48,74a 41,03cd 40,76cd 41,12cd 42,47bc <0,0001 
Gordura (%) 31,50b 34,17a 26,53c 25,00c 26,33c 24,83c 29,50b 26,33c 30,83b 29,50b <0,0001 
GES1 (%) 53,57ab 55,75a 46,30ef 47,41def 47,96def 48,42cdef 50,03bcde 44,46f 52,37abc 51,29bcd <0,0001 
Proteína (%) 25,42bc 27,61a 27,84a 24,82cd 27,57a 26,81ab 23,49d 27,74a 28,07a 25,40bc <0,0001 
PES2 (%) 43,23ef 45,06cde 48,64abc 47,06bcde 50,22ab 52,39a 39,84ef 46,86bcde 47,68bcd 44,15de <0,0001 
Sal (%) 1,33h 1,64e 1,11i 3,77a 1,57f 3,22b 2,69c 1,09i 1,45g 2,15d <0,0001 
S/U3 (%) 3,22e 4,24d 2,59f 7,98a 3,47e 6,61b 6,55b 2,67f 3,53e 5,08c <0,0001 
Sódio (mg/100g) 491,00d 601,41c 387,88e 713,93b 542,23cd 682,28b 848,12a 384,75e 491,29d 733,59b <0,0001 
1Gordura em extrato seco; 2Proteína em extrato seco; 3Sal na umidade. 














Os eletroferogramas obtidos a partir da fração insolúvel em pH 4,6 dos queijos 
analisados (Figuras 1 e 2) revelaram um padrão característico de hidrólise da caseína para 
esta variedade de queijo, que independe das condições de processamento e características 
de conservação dos produtos, uma vez que são produtos comerciais e essas características 
não foram controladas. De forma geral, para todos os queijos é possível observar a formação 
da para-κ-caseína, a hidrólise da αs1-caseína na ligação Phe23-Phe24 que leva à formação da 
αs1-I-caseína e a hidrólise da β-caseína, evidenciada pelas diferentes intensidades dos picos 
dessa fração (Otte et al., 1997; Rehn et al, 2010; Alves et al., 2013). O aparecimento do pico 
αs1-I-CN 9P é bem nítido para as amostras C2, C3, C5, C6, C7 e C9.  
Dentre todas as amostras analisadas, as marcas C9 e C10 apresentaram picos 
menos intensos, o que pode ser relacionado ao estágio de maturação mais avançado desses 
queijos, com 51 e 52 dias de maturação, respectivamente. 
 
 
Figura 1. Eletroferograma capilar da fração insolúvel em pH 4,6 dos queijos Prato (C1 a C5) 
apresentando o perfil de hidrólise das caseínas. Identificação dos picos de acordo com Otte et 






Figura 2. Eletroferograma capilar da fração insolúvel em pH 4,6 dos queijos Prato (C6 a C10) 
apresentando o perfil de hidrólise das caseínas. Identificação dos picos de acordo com Otte et 
al. (1997); Rehn et al. (2010); Alves et al. (2013). AU: unidade arbitrária. 
 
Os espectros de massas obtidos na análise das frações peptídicas solúveis em pH 
4,6 e etanol 70 % são apresentados nas Figuras 3 e 4. A identificação dos peptídeos foi realizada 
a partir da comparação das razões massa-carga (m/z) obtidas nos espectros com peptídeos 
previamente identificados em queijos (Exterkate et al., 1996; Addeo et al., 1992; Addeo et al., 
1994; Gouldsworthy et al., 1996; Alli et al., 1998; Soeryapranata, Powers, Weller, Hill, & 
Siems, 2004; Soeryapranata et al., 2008; Gagnaire, Mollé, Herrouin, & Léonil, 2001; Broadbent 
et al., 1998). Dentre os 174 picos detectados, 44 foram identificados como picos já reportados 
na literatura (Tabela 2), dos quais 24 são provenientes da αs1-caseína, 14 da β-caseína, 3 da κ-
























Tabela 2. Peptídeos detectados por MALDI-ToF MS na fração solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % de amostras de queijo Prato comercial reportados 
em intensidade relativa (intensidade relativa média ± desvio padrão). (continua) 
m/z Peptídeo C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 
548 αs1-CN f20-23 0,58 ± 0,51 0,11 ± 0,33 - - - - - - - - 
662 αs1-CN f19-23 0,29 ± 0,49 12,81 ± 2,09 - 10,12 ± 1,39 5,50 ± 0,76 1,74 ± 0,25 1,29 ± 0,52 7,71 ± 0,86 - - 
713 αs2-CN f194-199 - 2,13 ± 0,36 - 2,74 ± 0,49 - 0,17 ± 0,36 - 0,60 ± 0,80 - - 
756 β-CN f47-52 0,19 ± 0,39 2,01 ± 0,48 0,18 ± 0,56 0,73 ± 0,65 - 0,18 ± 0,38 0,19 ± 0,31 3,13 ± 1,41 - - 
758 αs1-CN f25-31 1,80 ± 0,27 0,69 ± 0,75 - 1,45 ± 0,23 - 0,79 ± 0,56 0,18 ± 0,29 0,13 ± 0,41 - 2,48 ± 1,13 
791 αs1-CN f18-23 21,40 ± 4,65 25,54 ± 9,81 8,24 ± 1,52 34,42 ± 4,02 18,12 ± 3,05 18,58 ± 2,79 11,09 ± 1,78 14,18 ± 2,15 0,97 ± 1,03 5,67 ± 0,56 
809 αs1-CN f19-24 - - 4,20 ± 1,54 - - 0,53 ± 0,70 - - - 5,38 ± 2,38 
813 αs1-CN f15-21 0,25 ± 0,41 0,12 ± 0,37 - 1,04 ± 0,37 0,24 ± 0,50 0,09 ± 0,28 0,06 ± 0,17 - - - 
869 αs1-CN f10-17 - - - - - - - 0,24 ± 0,52 - - 
870 αs1-CN f16-22 - - - - - 0,19 ± 0,41 - - - - 




22,40 ± 36,50 40,04 ± 4,85 13,75 ± 5,83 45,34 ± 3,88 32,47 ± 5,38 35,21 ± 4,07 14,23 ± 1,70 13,41 ± 11,82 0,70 ± 0,91 23,64 ± 2,20 
998  κ-CN f152-160 - - - - - - - 0,69 ± 0,89 2,97 ± 0,25 - 
1019 αs1-CN f16-23 1,40 ± 0,22 5,46 ± 0,69 - 3,85 ± 0,53 4,52 ± 0,65 1,31 ± 0,70 1,25 ± 0,47 1,02 ± 1,09 - - 
1053 αs1-CN f 24-32 3,19 ± 0,40 1,03 ± 0,56 14,55 ± 1,17 3,42 ± 0,62 1,33 ± 0,72 4,81 ± 0,67 1,63 ± 0,69 0,15 ± 0,49 0,13 ± 0,42 24,80 ± 5,39 
1118 αs1-CN f15-23 3,61 ± 0,47 8,86 ± 0,97 0,25 ± 0,78 3,43 ± 0,60 10,67 ± 0,90 0,62 ± 0,66 11,33 ± 2,23 0,46 ± 0,74 - 5,47 ± 0,95 
1140 αs1-CN f 1-9 - - - - - - 0,06 ± 0,18 - - - 
1141 αs1-CN f1-9 18,04 ± 4,50 45,34 ± 6,62 16,34 ± 4,57 34,30 ± 5,60 8,00 ± 2,08 20,13 ± 3,22 9,79 ± 1,53 35,59 ± 10,44 48,38 ± 12,92 15,24 ± 1,77 
1151 β-CN f199-209 0,89 ± 0,65 - - - - 0,66 ± 1,07 - - - - 
1247 αs1-CN f14-23 6,64 ± 0,81 4,62 ± 0,41 11,73 ± 1,67 2,80 ± 0,60 18,21 ± 1,31 1,31 ± 0,71 19,81 ± 5,02 - - 53,62 ± 10,39 








m/z Peptídeo C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 
1269 κ-CN f51-60 - - - - - - 0,37 ± 0,39 - - 2,55 ± 1,52 
1364 β-CN f197-209 - - - - - - - - 0,32 ± 1,01 - 
1393 β-CN f194-206 - 0,22 ± 0,47 - - - - - 0,47 ± 0,75 3,27 ± 0,49 - 
1535 αs1-CN f1-13 - - - - - 0,18 ± 0,57 0,18 ± 0,56 - - - 
1536 αs1-CN f1-13 77,34 ± 11,31 22,30 ± 2,53 65,99 ± 18,11 99,44 ± 1,68 35,15 ± 7,39 100,00 ± 0,00 98,41 ± 5,03 38,97 ± 6,64 13,28 ± 3,68 100,00 ± 0,00 
1556 β-CN f193-206 - - - - - - - - 4,36 ± 1,94 - 
1590 β-CN f195-209 - 20,97 ± 2,47 - 25,07 ± 6,48 17,63 ± 3,76 0,44 ± 0,72 1,69 ± 2,34 53,90 ± 6,96 49,22 ± 20,10 - 
1665 αs1-CN f1-14 4,15 ± 0,58 11,84 ± 1,20 - 1,94 ± 0,22 6,05 ± 1,28 - 3,02 ± 1,09 1,69 ± 1,20 20,51 ± 5,23 4,34 ± 0,25 
1701 
β-CN f12-24/  
β-CN f194-209 
- - - - - - 0,46 ± 1,45 - 2,76 ± 1,38 - 
1718 β-CN f 194-209 3,71 ± 0,74 13,57 ± 1,66 8,55 ± 3,82 15,67 ± 4,43 21,48 ± 5,03 5,39 ± 1,55 5,05 ± 6,44 19,39 ± 2,34 42,50 ± 18,35 1,64 ± 1,98 
1782 β-CN f193-208 - - 3,97 ± 2,91 - - - 0,38 ± 1,21 - - 2,51 ± 1,83 
1877 αs1-CN f1-16 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 94,62 ± 17,01 64,83 ± 13,40 100,00 ± 0,00 33,97 ± 6,88 35,74 ± 6,19 100,00 ± 0,00 57,55 ± 5,61 75,05 ± 11,71 
1881 β-CN f193-209 26,08 ± 5,02 8,46 ± 1,24 40,64 ± 21,40 12,25 ± 3,27 17,79 ± 3,96 11,56 ± 3,41 21,26 ± 27,84 8,62 ± 1,46 34,72 ± 13,78 20,63 ± 7,64 
1991 αs1-CN f1-17 44,12 ± 1,48 49,04 ± 1,06 35,56 ± 7,34 30,19 ± 6,38 11,54 ± 0,83 27,48 ± 5,32 21,16 ± 3,19 44,41 ± 1,78 97,01 ± 9,46 24,46 ± 3,61 
1999 β-CN f14-28 - - - - - - - - 0,20 ± 0,62 - 
2035 αs1-CN f7-23 1,22 ± 0,16 0,67 ± 0,58 0,37 ± 1,16 0,97 ± 0,38 - - 0,30 ± 0,32 0,28 ± 0,60 4,34 ± 1,28 0,18 ± 0,58 
2331 αs1-CN f106-125 2,03 ± 0,43 - 7,70 ± 4,09 - 1,67 ± 0,56 0,37 ± 0,45 0,98 ± 1,16 - - - 
2347 αs1-CN f1-20 - 0,12 ± 0,25 0,14 ± 0,44 - 1,51 ± 0,37 - - - 1,91 ± 0,55 6,75 ± 2,29 
2461 β-CN f168-189 2,48 ± 0,92 1,41 ± 0,78 29,24 ± 4,14 1,21 ± 0,46 1,38 ± 0,85 0,64 ± 0,42 2,38 ± 1,71 3,91 ± 0,36 2,84 ± 1,59 14,76 ± 6,03 
2594 β-CN f8-28 - - - - 0,16 ± 0,35 - 0,03 ± 0,10 - - - 
2617 αs1-CN f1-22 - 0,45 ± 0,33 1,17 ± 1,31 - 1,13 ± 0,53 - 0,24 ± 0,26 0,07 ± 0,23 - 2,36 ± 0,91 
2747 αs2-CN f1-21 - - - - 0,25 ± 0,54 - - - - - 





O aparecimento do peptídeo αs1-CN f1-23 (m/z 2764), solúvel em pH 4,6, foi 
verificado em todos os queijos avaliados nesse estudo (Tabela 2). A quebra da αs1-caseína na 
ligação Phe23-Phe24 é uma hidrólise clássica em queijos obtidos por coagulação enzimática, 
decorrente da ação da quimosina residual. Essa quebra, responsável pelo amaciamento de 
queijos, leva à formação dos peptídeos αs1-CN f1-23 e αs1-CN f24-199 (αs1-I-CN) (Upadhyay 
et al., 2004). A fração αs1-CN f24-199 (αs1-I-CN), insolúvel em pH 4,6, foi detectada nos perfis 
de hidrólise obtidos por eletroforese capilar (Figuras 1 e 2).  
A posterior hidrólise da fração αs1-CN f1-23 levou à formação de 20 peptídeos 
identificados: αs1-CN f20-23 (m/z 548), αs1-CN f19-23 (m/z 664), αs1-CN f18-23 (m/z 791), αs1-
CN f19-24 (m/z 809), αs1-CN f15-21 (m/z 813), αs1-CN f10-17 (m/z 869), αs1-CN f16-22 (m/z 
870), αs1-CNf17-23 (m/z 905 e 906), αs1-CN f16-23 (m/z 1019), αs1-CN f15-23 (m/z 1118), αs1-
CN f 1-9 (m/z 1140 e 1141), αs1-CN f14-23 (m/z 1247), αs1-CN f1-13 (m/z 1535 e 1536), αs1-
CN f1-14 (m/z 1665), αs1-CN f1-16 (m/z 1877), αs1-CN f1-17 (m/z 1991), αs1-CN f7-23 (m/z 
2035), αs1-CN f1-20 (m/z 2347), αs1-CN f1-22 (m/z 2617), αs2-CN f1-21 (m/z 2747). 
A Figura 5 representa a fração αs1-CN f1-23 e os possíveis sítios de hidrólise 
identificados a partir dos peptídeos presentes nas amostras analisadas. Dentre os 12 sítios de 
ação identificados, 10 (Gln9-Gly10, Gln13-Glu14, Glu14-Val15, Leu16-Asn17, Asn17-Glu18, Glu18-
Asn19, Asn19-Leu20, Leu20-Leu21, Leu21-Arg22, Arg22-Phe23) são sítios de ação de peptidases 
provenientes de cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris 
(Fox, Singh, & McSweeney, 1994), culturas comumente empregadas na fabricação de queijo 
Prato. A hidrólise da ligação Arg22-Phe23 também pode ser realizada pela ação das plasmina 
(Fox et al., 1994).  
 
 
Figura 5. Representação esquemática da fração αs1-CN f1-23 com os sítios de hidrólise 
identificados em queijos Prato comerciais. 
 
A hidrólise da fração αs1-CN f1-23, que apresenta 10 aminoácidos hidrofóbicos em 
sua estrutura, pode estar associada ao desenvolvimento de gosto amargo em queijos, o qual é 
resultante do acúmulo de peptídeos hidrofóbicos de baixa massa molecular (Broadbent & 
Steele, 2007). Dentre os peptídeos identificados como produtos de degradação da fração αs1-





1991) são reconhecidos como peptídeos que conferem gosto amargo aos queijos (Soeryapranata 
et al., 2008).  
Em relação à hidrólise da β-caseína, todos os queijos apresentaram o peptídeo β-
CN f193-209 (m/z 1881), que é proveniente da hidrólise da ligação Leu192-Tyr193 que pode ser 
realizada tanto pela ação da quimosina (proteólise primária) quanto pela ação de proteinases 
provenientes dos lactococos, proteólise secundária (Fox et al., 2000; Visser, 1993; 
Soeryapranata et al., 2004). A hidrólise posterior da fração β-CN f193-209 (m/z 1881), levou à 
formação de 8 peptídeos: β-CN f199-209 (m/z 1151), β-CN f195-206 (m/z 1265), β-CN f197-
209 (m/z 1364), β-CN f194-206 (m/z 1393), β-CN f193-206 (m/z 1556), β-CN f195-209 (m/z 
1590), β-CN f194-209 (m/z 1701 e 1718), β-CN f193-208 (m/z 1782). A Figura 6 representa a 
fração β-CN f193-209 e os possíveis sítios de hidrólise identificados a partir dos peptídeos 
presentes nas amostras analisadas. 
 
 
Figura 6. Representação esquemática da fração β-CN f193-209 com os sítios de hidrólise 
identificados em queijos Prato comerciais. 
 
A hidrólise das ligações Tyr193-Gln194, Pro196-Val197, Leu198-Gly199 e Pro206-Ile207, 
que resultou na formação dos peptídeos de m/z 1393 (β-CN f194-206), 1718 (β-CN f194-209), 
1364 (β-CN f197-209) e 1151 β-CN f199-209, é atribuída à ação de peptidases provenientes de 
cepas das culturas Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (Fox et 
al., 1994). Dentre os peptídeos identificados neste trabalho, não foram observados produtos de 
degradação da β-caseína pela ação da plasmina. Os sítios Lys28-Lys29, Lys105-His106 e Lys107-
Glu108 são os principais sítios de ação da plasmina sobre a β-caseína (Upadhyay et al., 2004; 
Fox et al., 2000; Sousa et al., 2001), já que essa enzima apresenta preferência pela hidrólise das 
ligações do tipo Lys-X e, em menor extensão, por ligações do tipo Arg-X (Upadhyay et al., 
2004). A ausência de peptídeos identificados como produtos de degradação da plasmina pode 
estar relacionada ao alto teor de sal dos queijos, uma vez que a ação da plasmina é inibida em 
teores de sal na umidade superiores a 2 % (Guinee & Sutherland, 2011), como é o caso de todos 
os queijos avaliados (Tabela1). Outros fatores que podem afetar a atividade de plasmina, tais 
como, temperatura de cozimento e pH no momento da dessoragem, são desconhecidos por se 





O acúmulo do peptídeo hidrofóbico β-CN f193-209, composto por 13 aminoácidos 
hidrofóbicos em um total de 17 aminoácidos, é associado ao amargor em queijos maturados 
(Soeryapranata et al., 2002a; Visser, 1993; Broadbent et al., 1998). Portanto, a degradação 
enzimática da fração β-CN f193-209 é desejável a fim de reduzir o amargor detectável em 
queijos. Proteinases provenientes dos lactococos presentes na cultura lática podem apresentar 
especificidade para hidrolisar esses peptídeos hidrofóbicos levando à redução do amargor 
(Visser, 1993). Culturas adjuntas, como é o caso do Lactobacillus helveticus, também podem 
ser utilizadas para reduzir o amargor em queijos, uma vez que produzem enzimas com 
especificidade para hidrolisar este peptídeo (Soeryapranata et al., 2004; Soeryapranata et al., 
2002b). 
A diversidade e complexidade de peptídeos formados durante o processo de 
maturação dos queijos gera a necessidade de estabelecimento de algum critério de seleção que 
viabilize a análise do conjunto de dados. Com esse intuito, para analisar os dados de massa 
espectrais obtidos por MALDI-ToF, Piraino et al. (2007) e Rossano et al. (2005) sugerem que 
os picos com intensidade relativa inferior a 10 % da intensidade do maior pico sejam 
descartados. Com base nessa premissa, a Tabela 3 apresenta apenas os peptídeos cujas 
intensidades relativas foram superiores a 10 % para cada um dos queijos analisados. É 
interessante observar que dos 29 picos detectados, 12 não foram reportados na literatura como 
















Tabela 3. Peptídeos com intensidade relativa superior a 10 % detectados por MALDI-ToF MS na fração solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % de amostras de 
queijo Prato comercial reportados em intensidade relativa (intensidade relativa média ± desvio padrão). 
m/z Peptídeo C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 
523 * <10 <10 22,29 ± 12,38 <10 <10 <10 <10 <10 19,34 ± 5,48 23,49 ± 10,27 
551 * <10 11,95 ± 4,25 25,58 ± 12,10 <10 11,99 ± 6,37 <10 <10 <10 21,54 ± 6,56 25,96 ± 11,00 
662 αs1-CN f19-23 <10 12,81 ± 2,09 - 10,12 ± 1,47 <10 <10 <10 <10 - - 
788 * 13,32 ± 2,69 <10 11,43 ± 1,96 <10 <10 <10 <10 - - <10 
791 αs1-CN f18-23 21,40 ± 4,65 25,54 ± 9,81 <10 34,42 ± 4,24 18,12 ± 3,05 18,58 ± 2,79 11,09 ± 1,78 14,18 ± 2,15 <10 <10 
826 * - <10 - <10 - - - 16,61 ± 1,92 21,83 ± 9,71 - 
905  αs1-CN f17-23 42,00 ± 29,99 - <10 - - - - <10 - - 
906 αs1-CN f17-23/κ-CN f161-169 22,40 ± 36,50 40,04 ± 4,85 13,75 ± 5,83 45,34 ± 4,09 32,47 ± 5,38 32,21 ± 4,07 14,23 ± 1,70 13,41 ± 11,82 <10 23,64 ± 2,20 
1053 αs1-CN f24-32 <10 <10 14,55 ± 1,17 <10 <10 <10 <10 <10 <10 24,80 ± 5,39 
1075 *    - - <10 - - - - - - 12,01 ± 3,80 
1118 αs1-CN f15-23 <10 <10 <10 <10 10,67 ± 0,90 <10 11,33 ± 2,23 <10 - <10 
1141 αs1-CN f1-9 18,04 ± 4,50 45,34 ± 6,62 16,34 ± 4,57 34,30 ± 5,91 8,00 ± 2,08 8,00 ± 3,22 9,79 ± 1,53 35,59 ± 10,44 48,38 ± 12,92 15,24 ± 1,77 
1152 * <10 15,86 ± 1,46 19,10 ± 1,74 20,71 ± 4,83 <10 12,22 ± 2,04 2,82 ± 1,32 27,29 ± 2,66 41,02 ± 6,17 <10 
1247 αs1-CN f14-23 <10 <10 11,73 ± 1,67 <10 18,21 ± 1,31 <10 19,81 ± 5,02 - - 53,62 ± 10,39 
1278 * - - 13,74 ± 5,34 - - <10 - - - <10 
1394 * - - <10 - - - <10 - - 13,37 ± 5,42 
1536 αs1-CN f1-13 77,34 ± 11,31 22,30 ± 2,53 65,99 ± 18,11 99,44 ± 1,77 35,15 ± 7,39 100,00 ± 0,00 98,41 ± 5,03 38,97 ± 6,64 13,28 ± 3,68 100,00 ± 0,00 
1558 * <10 <10 11,95 ± 6,00 11,24 ± 2,54 <10 12,90 ± 2,22 12,94 ± 1,62 <10 <10 19,46 ± 5,46 
1590 β-CN f195-209 - 20,97 ± 2,47 - 25,07 ± 6,83 17,63 ± 3,76 <10 <10 53,90 ± 6,96 49,22 ± 20,10 - 
1665 αs1-CN f1-14 <10 11,84 ± 1,20 - <10 <10 - <10 <10 20,51 ± 5,23 <10 
1718 β-CN f194-209 <10 13,57 ± 1,66 <10 15,67 ± 4,67 21,48 ± 5,03 <10 <10 19,39 ± 2,34 42,50 ± 18,35 <10 
1877 αs1-CN f1-16 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 94,62 ± 17,01 64,83 ± 14,12 100,00 ± 0,00 33,97 ± 6,88 35,74 ± 6,19 100,00 ± 0,00 57,55 ± 5,61 75,05 ± 11,71 
1881 β-CN f193-209/ αs2-CN f5-18 4P 26,08 ± 5,02 <10 40,64 ± 21,40 12,25 ± 3,45 17,79 ± 3,96 11,56 ± 3,41 21,26 ± 27,84 <10 34,72 ± 13,78 20,63 ± 7,64 
1899 * <10 11,80 ± 0,93 19,24 ± 7,81 <10 17,79 ± 1,53 <10 <10 10,90 ± 1,94 10,25 ± 2,60 17,89 ± 4,49 
1977 * <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 12,48 ± 2,12 <10 
1991 αs1-CN f1-17 44,12 ± 1,48 49,04 ± 1,06 35,56 ± 7,34 30,19 ± 6,72 11,54 ± 0,83 27,48 ± 5,32 21,16 ± 3,19 44,41 ± 1,78 97,01 ± 9,46 24,26 ± 3,61 
2013 * <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 13,03 ± 3,43 <10 
2461 β-CN f168-189 <10 <10 29,24 ± 4,14 <10 <10 <10 <10 <10 <10 14,76 ± 6,03 






Observa-se na Tabela 3 que nos dez queijos avaliados, de origens e características 
de processamento desconhecidas, somente três peptídeos foram os mais abundantes e 
utilizados, portanto, como referência para o cálculo da intensidade relativa dos demais 
peptídeos. Para os queijos C4, C6, C7 e C10, o peptídeo de m/z 1536 (αs1-CN f1-13) apresentou 
a maior intensidade relativa dentre todos os peptídeos presentes. Para os queijos C1, C2, C3, 
C5 e C8, o peptídeo de maior intensidade relativa foi o peptídeo de m/z 1877 (αs1-CN f1-16). O 
peptídeo de m/z 1991 (αs1-CN f1-17) foi o peptídeo mais abundante no queijo C9. A mesma 
tendência de separação foi observada através da análise de componentes principais (PCA) dos 
queijos C1 a C10 (Figura 7).  
A análise de componentes principais (PCA) apresenta nos seus eixos as duas PC 
mais importantes que condensam graficamente mais de 50 % da informação multivariada, 
extraída a partir dos dados de massas espectrais obtidos por MALDI-ToF MS. As informações 
relacionadas aos queijos estão apresentadas no gráfico de escores (Figura 7a), por meio do qual 
foi possível observar agrupamentos isolados para quase todas as marcas consideradas. No 
gráfico de pesos (Figura 7b) estão apresentadas informações relacionadas às variáveis, as quais 
indicam porque as amostras estão agrupadas da maneira como estão dispostas no gráfico de 
escores (Figura 7a). 
As variáveis mais importantes para separação das amostras são aquelas que 
apresentam os maiores pesos positivos e negativos para PC1. Desta forma, é possível verificar 
que as amostras localizadas à direita do gráfico de escores tendem a apresentar maiores 
intensidades relativas dos peptídeos de m/z 1991 (αs1-CN f1-17) e 1590 (β-CN f195-209), e 
menor intensidade relativa do peptídeo de m/z 1536 (αs1-CN f1-13), que apresenta alto peso 
negativo. O peptídeo de m/z 1991 (αs1-CN f1-17) apresentou alta intensidade relativa no queijo 
C9 (peptídeo mais abundante) e menor intensidade relativa para todas as demais marcas 
analisadas, conforme se pode observar n a Tabela 3. O peptídeo de m/z 1590 (β-CN f195-209) 
apresentou alta intensidade relativa não apenas no queijo C9, mas também no C8. O peptídeo 
de m/z 1536 apresentou alta intensidade relativa nos queijos à esquerda do gráfico de escores 
(C6, C7 e C10).  Quando se avalia PC2 no gráfico de escores, observa-se que o peptídeo de m/z 
1536 apresenta maior peso positivo para discriminação das amostras, sendo o principal 









Figura 7. Análise de componentes principais. Gráfico de escores (a) e gráfico de pesos dos 









É importante observar que os queijos que apresentaram alta intensidade relativa do 
peptídeo m/z 1536 (αs1-CN f1-13), que é associado ao gosto amargo, queijos C4, C6, C7 e C10, 
apresentam também maior teor de sal quando comparado aos demais queijos, sugerindo uma 
relação entre o teor de sal e o acúmulo deste peptídeo. Todos estes queijos apresentaram teor 
de sal na umidade superior a 5 % (C4 = 7,98 %; C6 = 6,61 %; C7 = 6,55 % e C10 = 5,08 %) e 
o crescimento de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, é inibido 
em concentrações de sal na umidade iguais ou superiores a 5 % (Guinee & Sutherland, 2011). 
Dessa forma, é possível que o maior teor de sal iniba a atividade das culturas lácticas 
empregadas resultando na menor hidrólise e consequente acúmulo dessa fração. 
Continuando a análise ao longo de PC2, observa-se que o peptídeo de m/z 2764 
(αs1-CN f1-23) corresponde à variável de maior peso negativo na determinação do 
posicionamento das amostras em PC2, indicando alta intensidade relativa no queijo C3. O 
acúmulo desse peptídeo proveniente da hidrólise da αs1-caseína pela ação do coagulante residual 
no início da maturação pode estar relaciona à menor ação de peptidases provenientes da cultura 
láctica utilizada na sua fabricação.  
A análise discriminante pelo método de quadrados mínimos parciais (PLS-DA), 
Figura 8, foi subsequentemente desenvolvida na tentativa de maximizar e identificar 
metabólitos adicionais àqueles identificados usando PCA. No entanto, observa-se nas Figuras 
7 e 8 que a separação das amostras, por ambos os métodos, foi semelhante. Por outro lado, com 
base no escore VIP (>1), que possibilita a seleção de variáveis importantes para projeção, foram 
selecionados nove peptídeos potenciais para separação das amostras, os quais foram os de m/z 
826 (não identificado), 1053 (αs1-CN f24-32), 1152 (não identificado), 1247 (αs1-CN f14-23), 
1590 (β-CN f195-209), 1718 (β-CN f 194-209), 1877 (αs1-CN f1-16), 1991 (αs1-CN f1-17) e 
2764 (αs1-CN f1-23) (Figura 9). Observa-se no gráfico de VIP score que não existe uma 














Figura 8. Análise discriminante pelo método de quadrados mínimos parciais (PLS-DA). 









Figura 9. Características importantes identificada por PLS-DA para os queijos comerciais. 
Caixas coloridas à direita indicam as concentrações relativas dos correspondentes metabólitos 



















A análise da fração peptídica de queijos Prato comerciais insolúvel em pH 4,6 
revelou um perfil de hidrólise da caseína bastante característico dessa variedade de queijo, que 
independe das condições de processamento e estocagem. De forma geral, a proteólise dessa 
variedade de queijo foi caracterizada pela ação inicial da quimosina sobre as frações αs1-caseína 
e β-caseína levando à formação de peptídeos de cadeia longa e média que foram posteriormente 
hidrolisados principalmente pela ação de peptidases provenientes das culturas láticas 
empregadas no processo de fabricação. 
A análise de componentes principais permitiu a separação das marcas avaliadas em 
agrupamentos isolados a partir dos dados de massas espectrais obtidos. Queijos com teor de sal 
na umidade superiores a 5 % apresentaram acúmulo do peptídeo de m/z 1536 (αs1-CN f1-13) 
sugerindo um possível efeito do sal na proteólise do queijo Prato. Além disso, os resultados 
obtidos na análise discriminante pelo método de quadrados mínimos parciais não indicam uma 
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EFEITO DO TEOR DE SAL NA PROTEÓLISE DO QUEIJO PRATO 
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O consumo excessivo de sódio é associado ao desenvolvimento de hipertensão e pré-
hipertensão, sendo a sua redução em produtos alimentícios um importante desafio para a 
indústria de alimentos. O sal apresenta importante papel na formação das características dos 
queijos, portanto, sua redução pode apresentar diversos impactos na qualidade do produto final. 
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da redução de sal sobre a 
proteólise do queijo Prato, em especial sobre as características físico-químicas, modificações 
bioquímicas, aspectos sensoriais e textura do queijo Prato durante a maturação. Os queijos 
foram fabricados de acordo com tecnologia tradicional e foram submetidos a diferentes tempos 
de salga em salmoura, visando a obtenção de três tratamentos com diferentes teores de sal: 
queijo controle (1,68 % de sal); queijo com 25 % de redução e queijo com 50 % de redução de 
sal. Os queijos salgados foram secos, embalados a vácuo e armazenados a 12 °C por 60 dias. O 
delineamento experimental foi do tipo fatorial 3 x 5, em blocos completamente aleatorizados 
com três repetições. Os queijos foram caracterizados quanto à composição centesimal e 
avaliados quanto ao pH, proteólise (frações nitrogenadas, degradação das caseínas por 
eletroforese capilar e análise de peptídeos solúveis em pH 4,6 e etanol 70 % por MALDI-ToF 
MS) e Análise de Perfil de textura (TPA) após 1, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento 
refrigerado. A análise sensorial foi realizada por meio de teste de aceitação após 30 e 60 dias 
de armazenamento com 120 provadores não treinados. Os dados foram avaliados por Análise 
de Variância (ANOVA) e teste de Tukey para comparação das médias ao nível de significância 
de 5 %. Os tratamentos não afetaram a composição dos queijos, exceto os teores de sal, sal na 
umidade, sódio e cinzas. Durante a maturação, os tratamentos não afetaram a proteólise 
analisada pela formação de compostos nitrogenados solúveis em pH 4,6 e TCA 12 %. Da 
mesma forma, o perfil de hidrólise das caseínas analisado por eletroforese capilar foi muito 
semelhante em todos os queijos. A análise dos peptídeos por MALDI-ToF revelou que a 
redução no teor de sal não levou a aumento da intensidade relativa de peptídeos relacionados a 
amargor em queijos. A redução de 50 % no teor de sal levou ao aumento na acidez e redução 
de firmeza e mastigabilidade dos queijos ao longo da maturação. Após 30 dias de maturação, 
os queijos não se diferenciaram com relação à aceitação sensorial em nenhum dos atributos 
avaliados (aparência, aroma, sabor, textura e aceitação global). Após 60 dias de maturação, 
ambos os queijos com redução no teor de sal apresentaram menor aceitação para o atributo 





atributos textura e aceitação global. De forma geral, os resultados indicam que é possível reduzir 
25 % do teor de sal do queijo Prato sem prejudicar a qualidade do produto final. 
 



































O sódio é um nutriente essencial com importantes funções na regulação do volume 
de fluidos extracelulares e transporte de moléculas através das membranas celulares. No 
entanto, seu consumo excessivo está associado à prevalência de hipertensão, pré-hipertensão e, 
possivelmente, outros efeitos adversos à saúde (Doyle & Glass, 2010). 
A redução de sódio em alimentos é um tópico de grande interesse nacional e 
internacional. A Organização Mundial da Saúde recomenda redução de consumo de sódio a um 
máximo de 2 g sódio/dia (i.e. 5 g sal/dia) a fim de reduzir a pressão arterial e o risco de 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares, acidente vascular cerebral e doença coronariana 
(WHO, 2012). A preocupação com a ingestão de sódio também tem mobilizado órgãos 
regulatórios e a indústria de alimentos no Brasil. Assim, o Ministério da Saúde e a Associação 
Brasileira da Indústria de Alimentos (ABIA), de comum acordo, estabeleceram metas de 
redução gradual no teor de sódio em alimentos industrializados (Brasil, 2011; Nilson, Jaime, & 
Resende, 2012). No caso dos laticínios, em 2013, foi estabelecido um compromisso para 
redução de sódio em requeijão e queijo Muçarela em 63,2 e 68 % respectivamente, até 2016 
(Brasil, 2013).  
A redução de sal em queijos apresenta uma série de implicações tecnológicas uma 
vez que o sal desempenha efeitos importantes no queijo. Atua no controle do crescimento e 
atividade microbiana, no controle da atividade enzimática, na sinérese do coágulo e, portanto, 
na redução da umidade do queijo, e em mudanças nas proteínas associadas às propriedades de 
textura e solubilidade proteica (Guinee & Fox, 2004). 
Algumas estratégias para a redução de sal em queijos são encontradas na literatura 
tais como a simples redução de sal adicionado, a substituição total ou parcial do NaCl 
adicionado por outro sal como KCl, MgCl2 ou CaCl2 e a redução do teor de sal em combinação 
com a adição de substâncias realçadoras de sabor (Ganesan, Brown, Irish, Brothersen, & 
McMahon, 2014; Rulikowska et al, 2013; Thibaudeau, Roy, & St-Gelais, 2015; Katsiari, 
Voutsinas, Alichanidis, Roussis, 1997; Katsiari, Alichanidis, Voutsinas, & Roussis, 2000; 
Grummer, Karalus, Zhang, Vickers, & Shoenfuss, 2012; Grummer, Bobowski, Karalus, & 
Vickers, 2013). 
A substituição do NaCl por outros sais foi estudada em queijo Muçarela 
(Thibaudeau et al., 2015), Feta (Katsiari et al., 1997; Katsiari et al., 2000), Minas (Gomes et 





uma limitação do ponto de vista sensorial, em especial no uso do KCl em substituição ao NaCl, 
uma vez que a adição desse sal pode conferir gosto amargo e off-flavour metálico aos produtos 
(Thibaudeau et al., 2015; Katsiari et al., 1997).   
Uma abordagem bastante interessante é a redução no teor de sal adicionado a níveis 
que não comprometam a qualidade do produto. Considerando a qualidade sensorial, entende-se 
que existe uma faixa ideal de sal na umidade para cada variedade de queijo, abaixo da qual 
defeitos são perceptíveis devido ao crescimento de bactérias indesejáveis e/ou à atividade 
enzimática descontrolada (Guinee & Sutherland, 2011). Defeitos geralmente associados à 
proteólise mais intensa em queijos com teor reduzido de sal são o amargor e redução na firmeza 
(Schroeder, Bodyfelt, Wyatt, & McDaniel, 1988; Rulikowska et al., 2013).  
De forma geral, a literatura indica que é possível reduzir sal em queijos sem afetar 
a qualidade do produto. No entanto, é necessário determinar o teor máximo de redução que não 
afete as características desejáveis do produto.  
Ganesan et al. (2014) observaram que a redução de 25 % de redução de sal em 
Muçarela e Cheddar não afetou a aceitação sensorial dos queijos. Da mesma forma, Schroeder 
et al., (1988) avaliaram a redução de sal adicionado em queijo Cheddar e verificou que 22 % 
de redução não afetou sabor, textura e aceitação global. Em ambos os casos, maiores reduções 
levaram à redução na aceitação.  
O queijo Prato é um queijo maturado (mínimo 25 dias) bastante popular no Brasil. 
De acordo com a legislação brasileira, é um queijo gordo (45 a 59,9 % de gordura em base 
seca), de média umidade (36 a 45,9 %) caracterizado por consistência semidura, textura 
compacta, lisa e fechada, podendo apresentar poucas e pequenas olhaduras bem distribuídas 
(Brasil, 1997; Brasil, 1996).  
O processo de salga do queijo Prato é tradicionalmente realizado em salmoura, 
processo no qual ocorre a difusão de sal da salmoura para o queijo, devido à diferença de 
concentração estabelecida, e, como consequência, há um contra fluxo de água do queijo para a 
salmoura. Esse processo leva ao progressivo aumento do teor de sal no queijo ao longo do 
tempo de salga e consequente redução da umidade do mesmo (Guinee & Fox, 2004).  
Durante a maturação, uma série de mudanças bioquímicas ocorrem (glicólise, 
lipólise, proteólise e catabolismo do citrato), levando à formação das características de aroma, 
sabor e textura de cada variedade de queijo (McSweeney, 2004). A proteólise, fenômeno mais 
complexo, é caracterizada por uma sequência de etapas que incluem a hidrólise inicial das 





dos peptídeos formados a peptídeos de cadeia média e curta pela ação das bactérias provenientes 
do fermento lático e posterior hidrólise desses peptídeos a dipeptídeos, tripeptídeos e 
aminoácidos livres (Farkye, 2004). 
Diversas metodologias podem ser utilizadas para o acompanhamento da maturação 
de queijos. Metodologias tradicionais não específicas tais como o acompanhamento da 
formação de compostos nitrogenados solúveis em tampões com pH 4,6, ácido tricloroacético, 
NaCl e etanol possibilitam o estudo da evolução da proteólise de forma geral, mas não permite 
a identificação dos compostos formados. Métodos específicos tais como técnicas eletroforéticas 
e cromatográficas permitem maior elucidação dos mecanismos envolvidos na proteólise por 
meio da identificação de peptídeos formados (Fox, Guinee, Cogan, & McSweeney, 2000; Fox, 
McSweeney, & Singh, 1995). 
Uma revisão sobre os avanços no estudo da proteólise durante a maturação de 
queijos destaca a importância da utilização de eletroforese capilar e a caracterização de 
peptídeos formados durante a maturação por espectrometria de massas (Sousa, Ardo, & 
McSweeney, 2001). O uso da eletroforese capilar no estudo do perfil de hidrólise das caseínas 
em diversas variedades de queijos vem se consolidando nos últimos anos (Broadbent, 
Strickland, Weimer, Johnson, & Steele, 1998; Roseiro, Garcia-Risco, Barbosa, Ames, & 
Wilbey, 2003; Roseiro, Gómez-Ruiz, García-Risco, & Molina, 2003; Otte, Zakora, Kristiansen, 
& Qvist, 1997; Rehn, Petersen, Saedén, & Ardö, 2010; Alves, Merheb-Dini, Gomes, Da Silva, 
& Gigante, 2013; Chaves & Gigante, 2016).  
A espectrometria de massas por ionização a laser assistida por matriz (MALDI-ToF 
MS) é uma técnica bastante rápida, precisa e eficaz para a análise de peptídeos específicos e 
para a caracterização dos peptídeos formados durante a maturação de queijos (Soeryapranata, 
Powers, Ünlü, 2008; Soeryapranata, Powers, Weller, Hill, & Siems, 2004; Soeryapranata et al., 
2002a; Soeryapranata et al., 2002b; Piraino et al., 2007; Rossano et al., 2005). Em estudo 
conduzido por Rossano et al. (2005), o MALDI-ToF foi utilizado para avaliação do efeito de 
diferentes coagulantes na proteólise de queijo Cheddar miniatura, permitindo a detecção de 
peptídeos específicos formados na proteólise dos diferentes tratamentos bem como a separação 
dos tratamentos e tempos de maturação através da análise de componentes principais obtida a 
partir dos dados espectrais. Esses resultados sugerem que o MALDI-ToF é uma técnica 
adequada para a investigação a nível molecular do efeito de diferentes tratamentos na hidrólise 





O equilíbrio entre a redução de sal e a manutenção da qualidade do produto é de 
interesse científico e prático para a indústria de fabricação de queijos. Nesse contexto, o 
objetivo deste trabalho é avaliar o impacto da redução de sal sobre as mudanças proteolíticas 



































2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Fabricação do queijo Prato 
 
Os queijos foram processados em tanque de aço inox tipo queijomatic de acordo 
com método tradicional de processamento de queijo Prato descrito por Mazal, Vianna, Santos, 
& Gigante (2007). Para cada processo, 100 litros de leite cru foram tratados termicamente (68 
°C/2 minutos) em tanque encamisado e resfriados a 35 °C. O leite foi adicionado de cloreto de 
cálcio (250 ppm), cultura láctica tipo O (1 %) constituída de Lactococcus lactis subsp. lactis e 
Lactococcus lactis subsp. cremoris (R 704 - Chr. Hansen, Valinhos, Brasil), corante urucum 
(80 ppm) e coagulante (Ha La 1175, Chr. Hansen, Valinhos - SP, Brasil) em quantidade 
suficiente para coagulação em 35 minutos. Ao atingir o ponto de corte, o coágulo foi cortado 
em cubos de 1 cm de aresta e então foram seguidas as etapas de tratamento da massa: agitação 
por 15 minutos e cozimento da massa por aquecimento indireto de modo a aumentar a 
temperatura da mistura coágulo/soro para 42 °C (1 °C a cada 3 minutos). A temperatura de 42 
°C foi mantida até que o ponto de massa fosse atingido. Ao atingir o ponto de massa, o soro foi 
drenado e a massa foi colocada em formas retangulares de 0,5 kg (13 cm x 8 cm x 7 cm). No 
momento da enformagem, o peso das peças foi padronizado, de forma a minimizar as diferenças 
entre peças que podem levar à variação na absorção de sal. 
Em seguida, a massa foi prensada em quatro etapas da seguinte maneira: primeira 
prensagem: 15 psi por 15 min; segunda prensagem: 15 psi por 15 min; terceira prensagem: 35 
psi por 30 min; e quarta prensagem: 45 psi por 90 min. Os queijos foram fermentados por 5 
horas em temperatura ambiente.  
Após a fermentação, os queijos foram divididos em 3 porções que foram salgadas 
em salmoura estática com 20 % NaCl, 0,5 % CaCl2 e pH 5,5 (ajustado com HCl 1M). O volume 
de salmoura utilizado foi 3,5 vezes maior que o volume de queijo e as salmouras foram mantidas 
a 4 °C durante todo o período de salga. Os três tratamentos se diferenciaram apenas pelos 
tempos de salga, estabelecidos a partir de testes prévios de forma a obter: 1) queijo Prato 
controle (12 horas de salga); 2) queijo Prato com redução de 25 % no teor de NaCl (6 horas de 
salga); 3) queijo Prato com redução de 50 % no teor de NaCl (3 horas de salga). Ao final da 
salga, os queijos foram secos por 48 horas (12 °C), embalados a vácuo em plástico termo-





2.2. Amostragem e análises 
 
O leite cru foi avaliado quanto à pH, acidez, densidade, gordura e extrato seco total. 
O leite tratado termicamente foi avaliado quanto à pH, acidez, densidade, gordura, 
sólidos totais, cinzas e nitrogênio total. A eficiência do tratamento térmico foi verificada pela 
atividade das enzimas peroxidase e fosfatase alcalina. 
As amostras de queijo foram avaliadas após um dia de armazenamento para 
determinação da composição com relação à pH, acidez, gordura, sólidos totais, cinzas, 
nitrogênio solúvel, nitrogênio solúvel em pH 4,6, nitrogênio solúvel em TCA 12 %, sal e sódio. 
O acompanhamento da maturação foi realizado após 1, 15, 30, 45 e 60 dias de 
armazenamento através das análises de pH, acidez, sólidos totais, proteólise e perfil de textura. 
A hidrólise proteica foi analisada por MALDI-ToF MS e eletroforese capilar. 
 
2.3. Caracterização do leite cru e do leite tratado termicamente 
  
O leite cru foi submetido à determinação de pH com a utilização de potenciômetro, 
acidez titulável (AOAC, 2006i), densidade através do lactodensímetro com correção de 
temperatura, gordura pelo método de Gerber (AOAC, 2006b) e extrato seco total pelo disco de 
Ackermann.  
A eficiência da pasteurização foi avaliada pela atividade das enzimas fosfatase 
alcalina (AOAC, 2006g) e peroxidase (LANARA, 1981). 
O leite tratado termicamente foi submetido à determinação de pH, gordura pelo 
método de Gerber (AOAC, 2006b), acidez (AOAC, 2006i), sólidos totais (AOAC, 2006a), 
cinzas (AOAC, 2006d) e nitrogênio total (AOAC, 2006e). O teor de proteína foi determinado 
multiplicando-se o nitrogênio total por 6,38.  
  
2.4. Determinação da composição dos queijos 
 
Os queijos foram analisados quanto ao pH com a utilização de potenciômetro, 
acidez titulável (AOAC, 2006h), gordura pelo método de Gerber (BSI, 1989), umidade (AOAC, 
2006f), cinzas (AOAC, 2006c), nitrogênio total (AOAC, 2006e), nitrogênio solúvel em pH 4,6 





Kjeldahl de acordo com Bynum & Barbano (1985), sal pelo método de Volhard (Richardson, 
1985).  O teor de sal foi expresso, também, como sal na umidade (S/U). 
Os queijos foram analisados quanto ao teor de sódio por fotometria de chamas. As 
amostras foram incineradas em mufla (550 °C por 16 horas), as cinzas obtidas foram diluídas 
em solução de HNO3 3 % e o teor de sódio foi determinado em fotômetro de chamas (Digimed 
DM62, São Paulo, SP, Brasil). 
 
2.5. Avaliação dos queijos durante a maturação 
 
As análises de pH, acidez, sólidos totais, nitrogênio total (NT), nitrogênio solúvel 
em pH 4,6 (NS pH 4,6) e nitrogênio solúvel em TCA 12 % (NS TCA 12 %) foram realizadas 
conforme descrito acima. A proteólise foi expressa como nitrogênio solúvel em pH 4,6 em 
relação ao nitrogênio total [NS pH 4,6 (% NT)] e nitrogênio solúvel em TCA 12 % em relação 
ao nitrogênio total [NS TCA 12 % (% NT)]. 
A Análise de Perfil de Textura (TPA) foi realizada em texturômetro TA-XT2, com 
probe de alumínio de 35 mm de diâmetro. Amostras cilíndricas de 2 cm de diâmetro e 2,4 cm 
de altura foram retiradas com o auxílio de uma sonda de alumínio, como descrito por Mazal et 
al. (2007). As amostras cilíndricas foram embaladas em filme plástico, armazenados em 
plástico impermeável e mantidos em banho de água gelada (10 °C) por no mínimo 4 horas para 
estabilização da temperatura. A velocidade do teste foi de 100 mm/min, com compressão de 40 
% da altura inicial do cilindro de queijo e com repetição em 5 segundos. 
 
2.6. Fracionamento dos peptídeos pela solubilidade em pH 4,6 e etanol 70 % 
 
Para obtenção do extrato solúvel em pH 4,6, queijo triturado foi inicialmente 
homogeneizado em Stomacher 400 (Seward Laboratory, UK) com o dobro da quantidade de 
água por 10 minutos, de acordo com a metodologia de Kuchroo & Fox (1982).  
O fracionamento dos peptídeos foi realizado de acordo com a metodologia descrita por 
Piraino et al. (2007). A mistura homogeneizada obtida foi acidificada a pH 4,6 com HCl 1,0 M, 
mantida a temperatura ambiente por 30 minutos e, então, o pH foi reajustado a 4,6. A solução 
foi mantida a 40 °C por 1 hora e centrifugada a 3000 g por 30 minutos a 4 °C em centrífuga 
Allegra R64 (Beckman Coulter, Indianápolis, IN, USA).  O sobrenadante foi filtrado em lã de 





em pH 4,6, foi recolhido para posterior análise por eletroforese capilar. O sobrenadante, fração 
solúvel em pH 4,6 foi liofilizado. Alíquotas das amostras liofilizadas (10 mg), em duplicata, 
foram dissolvidas em 1 mL de etanol 70 %, mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos e 
centrifugadas 13000 g por 10 minutos. O sobrenadante obtido, fração solúvel em pH 4,6 e etanol 
70 %, foi separado para análise por MALDI-ToF 
 
2.7. Análise da fração insolúvel em pH 4,6 por Eletroforese Capilar  
 
A fração insolúvel em pH 4,6 foi analisada por eletroforese capilar de acordo com 
Ortega, Albillos, & Busto (2003) e Otte et al. (1997), com as modificações descritas por Alves 
et al. (2013). A separação foi realizada utilizando-se capilar de sílica fundida de 57 cm (50 cm 
de comprimento efetivo até o detector x 75 µm, usando o sistema P/ACE MDQ (Beckman 
Coulter, Santana de Parnaíba, SP, Brasil) e software Karat (Beckman Coulter). Uma amostra 
de 20 mg da fração insolúvel em pH 4,6 foi dissolvida em 1 mL de solução tampão contendo 
10 mM de fosfato de sódio, 8 M de uréia e 10 mM de ditiotreitol (DTT) em pH 8,0 e mantida 
em repouso por aproximadamente 1 hora. As amostras foram filtradas (0,45 μm) e injetadas por 
5 segundos a 0,5 psi. 
A separação ocorreu a 18,5 kV e 23 °C e a detecção foi realizada a 214 nm durante 
60 minutos. Entre as corridas, o capilar foi condicionado por lavagem com NaOH (0,5 M) por 
5 minutos, água pura por 5 minutos e tampão de corrida (10 mM de fosfato de sódio, uréia 6 M 
e 0,05 % hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com pH ajustado para 3,0) por 5 minutos. 
Os picos obtidos nos eletroferogramas capilares foram identificados de acordo com 
Otte et al. (1997), Rehn et al. (2010) e Alves et al. (2013). 
 
2.8. Análise da fração solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % por MALDI-ToF MS 
 
2.8.1.  Procedimentos Experimentais Gerais 
 
Acetonitrila grau HPLC (≥ 99,9 %), ácido α-ciano-4-hidroxi-cinâmico (CHCA, 99 
%) e ácido trifluoracético (99 %) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), e o 







2.8.2. Análise por MALDI-ToF MS 
 
Os espectros de massa dos peptídeos foram obtidos com um instrumento MALDI-
TOF/TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com um laser SmartBeam. As 
amostras (1 µL) foram aplicadas sobre uma placa de aço (MSP 96 polished-steel target, Bruker 
Daltonics, Bremen, Alemanha), secas à temperatura ambiente, e sobrepostas com a solução de 
matriz (1 µL), a qual foi previamente preparada a partir de CHCA dissolvido em 50 % de 
acetonitrila e ácido trifluoroacético 2,5 %. Posteriormente, a gotícula foi completamente 
evaporada e a placa inserida no espectrômetro de massas. O equipamento foi operado no modo 
reflector de íons positivos na faixa de massa de m/z 600-3500, controlado pelo software 
FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics). A potência do laser foi ajustada a 50-80 % e as voltagens 
da fonte de íons 1, fonte de íons 2, lentes, reflector e o reflector 2 foram de 20,00, 17,77, 7,90, 
21,95 e 10,03 kV, respectivamente. O tempo de extração dos íons pulsados foi de 30 ns e o 
limite de supressão de massa foi ajustado a m/z 600. O instrumento foi externamente calibrado 
utilizando o padrão de calibração de peptídeos II. Cada amostra foi analisada em quintuplicata. 
 
2.8.3. Processamento de Dados  
 
Os dados dos espectros de massas foram processados utilizando o software 
FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics), que incluiu subtração da linha de base e normalização. 
Para cada espectro, uma lista de massas com as correspondentes intensidades relativas (%) 
foram exportadas para o Excel, onde foi montada a matriz de dados. Somente as variáveis que 
apresentaram intensidade relativa superior a 10 % foram incluídas na análise, a fim de reduzir 
o ruído e metabólitos de baixa abundância. O software online MetaboAnalyt 3.0 foi utilizado 
para as análises quimiométricas (Xia, Mandal, Sinelnikov, Broadhurst, & Wishar, 2012), no 
qual foi desenvolvido filtro de dados e pré-tratamento das amostras pelo método de Pareto. As 
ferramentas quimiométricas utilizadas foram a análise de componentes principais (PCA), um 
método não-supervisionado de reconhecimento de padrões, e a análise discriminante pelo 
método de mínimos quadrados parciais (PLS-DA), um método supervisionado aplicado com o 
intuito de identificar variáveis importantes com poder de discriminação, o qual foi validado 
pelos coeficientes de correlação múltipla (R2) e validação cruzada (Q2). A significância dos 
biomarcadores foi ranqueada usando o escore de importância de variável em projeção (VIP 





2.9. Delineamento experimental e análise dos resultados 
 
O delineamento experimental utilizado foi o esquema fatorial 3 x 5, em blocos 
completamente casualizados com três repetições. O tratamento teve três níveis de variação 
(Queijo Controle, Queijo com 25 % de redução de sal e Queijo com 50 % de redução de sal); o 
tempo de armazenamento teve 5 níveis de variação (1, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento). 
O efeito do teor de sal e do tempo de maturação, bem como a interação desses fatores, sobre as 
características estudadas foi avaliado por Análise de Variância (ANOVA). Em caso de 
diferença, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey considerando-se nível de 
significância de 5 %. Os resultados foram analisados utilizando-se o programa Statistica 7.0. 
 
2.10. Análise sensorial 
 
Avaliação sensorial foi realizada somente após a aprovação do projeto pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa da UNICAMP (Anexo 1) e após a realização das análises microbiológicas 
exigidas pela legislação brasileira (Brasil, 1996), conforme laudo apresentado no Anexo 2. A 
avaliação sensorial dos queijos foi realizada após 30 e 60 dias de maturação por 120 provadores 
não treinados. As amostras foram avaliadas quanto aos parâmetros sensoriais de aceitação 
global, aparência, aroma, sabor e textura, com a utilização de escala hedônica linear não-
estruturada de nove centímetros com duas âncoras laterais “desgostei muitíssimo” e “gostei 
muitíssimo” (Stone & Sidel, 2004). 
Os testes foram realizados em cabines individuais, sob luz branca. Um cubo de 
queijo de cada tratamento foi servido de forma monádica em recipiente plástico codificado com 
números aleatórios de 03 dígitos. A ordem de apresentação das amostras foi aletorizada. As 
amostras foram servidas acompanhadas de biscoito “cream cracker” e água mineral à 
temperatura ambiente, para remoção do sabor residual entre as amostras. 
Os resultados foram avaliados por análise de variância (ANOVA). Em caso de 
diferença, as médias foram comparadas pelo teste de médias de Tukey ao nível de significância 








3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1. Caracterização físico-química do leite 
 
O leite cru utilizado no processo de fabricação dos queijos atendeu aos parâmetros 
exigidos pela Instrução Normativa n° 62 (Brasil, 2011) que estabelece teor de gordura mínimo 
de 3 %, teor de sólidos não-gordurosos mínimo de 8,4 %, densidade relativa a 15 °C entre 1,028 
e 1,034 g/mL e mínimo de 2,9 % de proteína total (Tabela 1). No entanto, apresentou acidez 
titulável acima do permitido pela legislação (14 a 18 °D). A presença de compostos de caráter 
ácido tais como as proteínas contribui para a elevação da acidez do leite, logo, a alta acidez 
observada pode ser atribuída ao alto teor proteico (3,43 %) já que o pH, parâmetro mais 
significativo para caracterização da acidez do leite, encontrou-se dentro da faixa considerada 
normal (6,6 a 6,8) (Walstra, Woulter, & Geurts, 2006). Além disso, o leite cru apresentou 
atividade positiva para as enzimas fosfatase e peroxidase e o leite tratado termicamente 
apresentou inativação da atividade da enzima fosfatase alcalina, revelando a eficiência do 
tratamento térmico aplicado. 
 
Tabela 1. Composição físico-química do leite cru e do leite tratado termicamente (n=3). 
 Leite Cru Leite tratado termicamente 
Densidade relativa a 15 °C (g/mL) 1,0315 ± 0,0005 1,0317 ± 0,0004 
pH 6,80 ± 0,03 6,76 ± 0,03 
Acidez (°D) 19,39 ± 1,13 19,16 ± 0,70 
Gordura (%) 3,49 ± 0,02 3,51 ± 0,02 
Extrato seco total (%) 12,33 ± 0,13 12,23 ± 0,08 
Cinzas (%) nd* 0,72 ± 0,09 
Proteína total (%) nd* 3,43 ± 0,26 
Atividade da fosfatase alcalina Positiva Negativa 
Atividade da lactoperoxidase Positiva Positiva 









3.2. Caracterização físico-química dos queijos 
 
A composição físico-química dos queijos Controle e com redução no teor de sal, 
determinada após um dia de armazenamento refrigerado, é apresentada na Tabela 2.   
  





Queijo com 25 % 
de redução de sal 
Queijo com 50 % 
de redução de sal 
p-valor 
pH 5,08 ± 0,02a 5,06 ± 0,04a 5,05 ± 0,04a 0,6692 
Acidez (%) 0,88 ± 0,05a 1,07 ± 0,11a 0,98 ± 0,14a 0,2049 
Umidade (%) 39,95 ± 0,41a 40,38 ± 0,89a 40,88 ± 0,87a 0,3781 
Gordura (%) 31,61 ± 1,86a 31,33 ± 1,96a 31,67 ± 2,18a 0,9766 
GES1 (%) 52,63 ± 2,82a 52,53 ± 2,61a 53,54 ± 2,93a 0,8903 
Proteína total (%) 25,19 ± 0,42a 25,08 ± 0,47a 25,30 ± 0,49ª 0,8360 
PES2 (%) 41,96 ± 0,96ª 42,07 ± 1,42a 42,81 ± 1,24ª 0,6677 
NS pH 4,6 (% NT) 5,80 ± 0,56a 6,27 ± 0,23a 6,30 ± 0,84a 0,5589 
NS TCA 12 %  
(% NT) 
2,54 ± 0,22a 2,57 ± 0,14a 2,67 ± 0,22a 0,7535 
Cinzas (%) 3,81 ± 0,23a 3,41 ± 0,12ab 3,14 ± 0,15b 0,0085 
Sal (%) 1,68 ± 0,04a 1,23 ± 0,04b 0,84 ± 0,02c <0,0001 
S/U3 (%) 4,21 ± 0,10a 3,05 ± 0,08b 2,06 ± 0,04c <0,0001 
Sódio (mg/100 g) 547,35 ± 33,10a 397,99 ± 28,89b 285,27 ± 17,47c <0,0001 
1Gordura no Estrato Seco; 2Proteína no Extrato Seco; 3Sal na Umidade. 
Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferença significativa pelo teste de 
Tukey (p < 0,05). 
 
Observa-se, que os tratamentos não afetaram significativamente pH, acidez, 
umidade, gordura, proteína e frações proteicas (NS pH 4,6; NS TCA 12 %). Todos os queijos 
apresentaram teor de umidade e gordura em extrato seco que atendem à legislação brasileira, 
que classifica o queijo Prato como um queijo gordo (45 a 59,9 % de gordura em base seca) e de 





Os tratamentos afetaram significativamente os teores de cinzas, sal, sal na umidade 
(S/U) e sódio.  
O queijo controle apresentou teor de sódio dentro da faixa de variação observada 
em 26 marcas de queijo Prato analisadas pela ANVISA entre 2010 e 2011, que encontrou 
valores variando entre 326 mg e 986 mg/100 g e teor médio de 571 mg/100 g de queijo com 
(Brasil, 2012). Os queijos submetidos a 6 horas e 3 horas de salga tiveram 26,85 % e 49,87 % 
de redução de sal em relação ao queijo controle, respectivamente.  
Com relação à redução no teor de sódio, os mesmos tratamentos apresentaram 27,29 
% e 47,88 % de redução de sódio em relação ao queijo controle. Ambos os tratamentos podem 
ser denominados reduzidos em sódio pois cumprem os requisitos exigidos pela legislação 
brasileira que estabelece que para ser denominado como reduzido em sódio, o produto deve ter 
redução mínima de 25 % do teor de sódio e diferença maior que 120 mg/100 g de produto sólido 
quando comparado a um produto similar do mesmo fabricante; ou do valor médio do conteúdo 
de três produtos similares conhecidos que sejam comercializados na região; ou de uma base de 
dados de valor reconhecido (Brasil, 1998).  
 
3.3. Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre as características 
físico-químicas dos queijos Prato 
 
A Tabela 3 apresenta o efeito do tratamento, do tempo de maturação e a interação 
desses fatores sobre o pH, acidez, umidade e proteólise dos queijos durante a maturação. 
Observa-se que os tratamentos afetaram significativamente apenas a acidez dos queijos 
enquanto o tempo de armazenamento afetou todas as variáveis analisadas com exceção da 
umidade, que não foi afetada pelo tempo. A interação entre os fatores tratamento e tempo de 












Tabela 3. Efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento e da interação tratamento x 
tempo sobre o pH, acidez, umidade, NS pH 4,6 (% NT) e NS TCA 12 % (% NT) dos queijos 
durante a maturação obtidos na análise de variância (ANOVA) (n=3). 
  Valores de p 
Fatores GL pH Acidez Umidade 
NS pH 4,6 
(% NT) 
NS TCA 12 % 
(%NT) 
Tratamento 2 0,2101 0,0389 0,6028 0,8128 0,9941 
Tempo 4 0,0186 <0,0001 0,0789 <0,0001 <0,0001 
Tratamento x 
Tempo 
8 0,7878 0,7193 0,9519 0,9999 0,9999 
 
No que diz respeito ao efeito dos tratamentos sobre a acidez, observa-se que a 
redução de 50 % no teor de sal levou ao aumento significativo da acidez (Figura 1). Queijos 
com teor reduzido de sal podem apresentar aumento de acidez como consequência da maior 
atividade das culturas láticas durante o estágio inicial da maturação (Schroeder et al., 1988; 
Guinee, 2004). Vale ressaltar que a cultura lática empregada no presente estudo foi uma cultura 




Figura 1. Efeito do tratamento sobre a acidez, expressa em % de ácido lático (n=3).  
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A acidez variou significativamente ao longo da maturação, apresentando aumento 
de 0,98 a 1,30 % de ácido lático (Figura 2). A opção pelo processamento dos queijos sem a 
lavagem da massa pode levar à maior concentração de lactose residual, disponível para 
consumo e formação de ácido lático durante o armazenamento refrigerado. 
 
 
Figura 2. Efeito do tempo sobre acidez (●), expressa em % de ácido lático, e pH (▲) (n=3).  
a, b, cLetras minúsculas diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p < 0,05). 
 
Acompanhando a tendência verificada nos valores de acidez, o pH dos queijos 
apresentou redução ao longo do tempo de armazenamento (Figura 2), sendo que diferença 
significativa foi observada apenas entre o primeiro e o último dia de análise (60 dias de 
maturação). No entanto, a pequena variação, de 5,06 a 5,00, embora seja estatisticamente 
significativa, não apresenta importância do ponto de vista tecnológico. Os valores de pH 
observados estão na mesma faixa de pH observada por Chaves & Gigante (2016), que, da 
mesma forma que o presente estudo não utilizaram a etapa de lavagem da massa. No entanto, 
apresentam valores inferiores à faixa de 5,2 a 5,4 geralmente observada para essa variedade de 
queijo quando submetido à etapa de lavagem da massa (Alves et al., 2013; Vianna, Mazal, 
Santos, Bolini, & Gigante, 2008; Barros, Cunha, Gallina, Viotto, & Viotto, 2006; Mazal et al., 
2007).  
Com relação ao acompanhamento da proteólise por meio da formação dos 
compostos nitrogenados solúveis em pH 4,6 e TCA 12 %, observou-se o aumento de ambas as 
frações nitrogenadas ao longo do tempo como decorrência das reações de degradação da 






















































tempo de maturação sobre o a formação dos compostos nitrogenados para cada tratamento 
separadamente é apresentado no Anexo 3. 
 
 
Figura 3. Efeito do tempo de maturação sobre NS pH 4,6 (% NT; ■), NS TCA 12 % (% NT; 
▲) (n=3). a,b,c,d,eLetras minúsculas diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p < 0,05). 
 
A Tabela 4 apresenta o efeito do tratamento, do tempo de maturação e a interação 
desses fatores sobre as variáveis firmeza, elasticidade, coesividade e mastigabilidade das 
amostras obtidas pela Análise de Perfil de Textura (TPA). O tratamento afetou 
significativamente apenas as variáveis firmeza e mastigabilidade enquanto que o tempo de 
armazenamento afetou todas as variáveis analisadas. A interação entre os fatores tratamento e 
tempo de armazenamento não afetou as variáveis estudadas. 
 
Tabela 4. Efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento e da interação tratamento x 
tempo sobre a firmeza, elasticidade, coesividade e mastigabilidade dos queijos durante a 
maturação obtidos na análise de variância (ANOVA) (n=3). 
  Valores de p 
Fatores GL Firmeza Elasticidade Coesividade Mastigabilidade 
Tratamento 2 0,0021 0,3089 0,8093 0,0030 
Tempo 4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 































O efeito do tempo sobre as variáveis firmeza, elasticidade, coesividade e 
mastigabilidade é apresentado na Figura 4, para cada tratamento separadamente. 
O comportamento da firmeza ao longo do tempo foi atípico, o comportamento 
esperado é um amaciamento do queijo ao longo do tempo de maturação como consequência da 
hidrólise proteica, em especial da ligação Phe23-Phe24 da αs1-caseína. No presente estudo, os 
queijos apresentaram um aumento inicial da firmeza nos primeiros 15 dias de maturação e, a 
partir do dia 15, a firmeza dos queijos se manteve constante. O aumento inicial da firmeza 
também foi observado em queijo Muçarela em estudo conduzido por Thibaudeau et al. (2015), 
nesse caso os autores verificaram aumento na firmeza da região superficial dos queijos e 
atribuíram essa variação à lenta incorporação da água livre à estrutura fibrosa da matriz proteica 
do queijo Muçarela. 
Cabe lembrar que no primeiro dia de amostragem, correspondendo a 1 dia de 
armazenamento refrigerado, os queijos já apresentam 3 dias de fabricação já que foram 
submetidos a 48 horas de secagem antes de serem embalados e armazenados. Logo, no primeiro 
dia de amostragem, o processo de hidrólise proteica já havia iniciado.  
Como esperado, todos os demais parâmetros avaliados, elasticidade, coesividade e 







Figura 4. Efeito do tempo de maturação sobre Firmeza, Elasticidade, Coesividade e 
Mastigabilidade. (n=3). (■) Queijo Controle; (●) Queijo com 25 % de redução de sal; (▲) 
Queijo com 50 % de redução de sal. 
 No que diz respeito ao efeito do tratamento sobre a firmeza, observou-se redução 
significativa da firmeza no queijo com 50 % de redução de sal quando comparado aos demais 
tratamentos (Figura 5). Rulikowska et al. (2013) também observaram redução na firmeza com 
a redução no teor de sal em queijo Cheddar. Nesse estudo, os autores atribuíram a menor 
firmeza à maior proteólise verificada em decorrência da redução no teor de sal e às possíveis 
mudanças na hidratação da matriz proteica. 
No presente estudo, a redução de sal não levou ao aumento dos índices de 
maturação (NS pH 4,6 e NS TCA 12 %), logo, é possível inferir que alterações na firmeza não 
dependem exclusivamente da proteólise, mas da associação entre proteólise e mudanças físico-
químicas no sistema proteico.  
A adição de sal em queijos pode favorecer as interações proteína-água reduzindo as 
interações proteína-proteína (Paulson, McMahon, & Oberg, 1998; Kindstedt & Guo; 1997). O 
efeito de sais na hidratação proteica, no entanto, é condicionado ao teor empregado. Em baixas 
concentrações, o sal favorece a hidratação da caseína, salting-in, e teores elevados de sal levam 





verificaram aumento da hidratação proteica em queijos com 1,36 % de sal (Guo, Gilmore, & 
Kindstedt, 1997) e 2,18 % (Paulson et al., 1998) quando comparados a queijos sem adição de 
sal. Esses autores concluíram que a presença de baixas concentrações de sal contribui para o 
aumento da capacidade de retenção de água das proteínas e o consequente intumescimento da 
matriz proteica, levando à formação de uma estrutura homogênea e contínua (Guo et al., 1997; 
Paulson et al., 1998). No presente estudo, a redução de 50 % no teor de sal pode ter resultado 
em menor capacidade de retenção de água e, consequentemente, maior quantidade de água livre 
no sistema resultando em uma matriz proteica mais fraca com menor firmeza. 
 
 
Figura 5. Efeito do tratamento sobre a firmeza dos queijos (n=3).  
a, bLetras minúsculas diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p < 0,05). 
 
O efeito da redução de sal sobre a mastigabilidade apresentou a mesma tendência 
observada na firmeza, com redução significativa na mastigabilidade no queijo com 50 % de 
redução de sal quando comparado ao queijo controle (Figura 6). Vale ressaltar que a 
mastigabilidade é um parâmetro obtido pelo produto dos demais parâmetros apresentados 
(mastigabilidade = firmeza x coesividade x elasticidade), logo, o resultado observado é um 
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Figura 6. Efeito do tratamento sobre a mastigabilidade dos queijos (n=3).  
a, bLetras minúsculas diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p < 0,05). 
 
3.4. Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre a proteólise dos 
queijos Prato 
 
As Figuras 7, 8 e 9 apresentam o perfil de hidrólise das caseínas analisado por 
eletroforese capilar das frações insolúveis em pH 4,6 dos queijos avaliados durante a maturação. 
Observa-se que os queijos controle, com redução de 25 e 50 % de sal apresentaram perfil de 
degradação das caseínas semelhante, que implica na formação da para--CN, na hidrólise da 
ligação Phe23-Phe24 da αs1-caseína pelo coagulante residual, e na mais lenta degradação da β-
caseína. A hidrólise da Phe23-Phe24 da αs1-caseína é responsável pelo amaciamento de queijos e 
leva à formação dos peptídeos αs1-CN f1-23 e αs1-CN f24-199 (αs1-I-CN) (Upadhyay, 
McSweeney, Magboul, & Fox, 2004). A formação da fração αs1-CN f24-199, insolúvel em pH 
4,6, foi evidenciada para todos os queijos após 1 dia de armazenamento refrigerado através do 
aparecimento dos picos αs1-I-CN 8P e αs1-I-CN 9P, que se acentuaram após 15 dias de 
maturação. Nota-se, ainda, com o avanço da maturação, a degradação da β-caseína em todos os 
queijos evidenciada pela redução na intensidade dos picos das variantes β-CN A1 e β-CN A2 
após 60 dias de maturação. A hidrólise da β-caseína na ligação Leu192-Tyr193 é atribuída a ação 
da quimosina, sendo essa ligação, considerada um sítio prioritário da ação dessa enzima na 












Queijo Controle Queijo com 25 %
de redução de sal
Queijo com 50 %

















Figura 7. Eletroferograma capilar da fração insolúvel em pH 4,6 do queijo Prato controle 
apresentando o perfil de hidrólise das caseínas durante a maturação. Identificação dos picos de 
acordo com Otte et al. (1997), Rehn et al. (2010), Alves et al. (2013). AU: unidade arbitrária. 
 
 
Figura 8. Eletroferograma capilar da fração insolúvel em pH 4,6 do queijo Prato com 25 % de 
redução de sal apresentando o perfil de hidrólise das caseínas durante a maturação. Identificação 







Figura 9. Eletroferograma capilar da fração insolúvel em pH 4,6 do queijo Prato com 50 % de 
redução de sal apresentando o perfil de hidrólise das caseínas durante a maturação. Identificação 
dos picos de acordo com Otte et al. (1997), Rehn et al. (2010) e Alves et al. (2013). AU: unidade 
arbitrária. 
 
Os resultados obtidos na análise das frações peptídicas solúveis em pH 4,6 e etanol 
70 % obtidas por MALDI-ToF são apresentados nas Figuras 10, 11 e 12 e Tabelas 5, 6 e 7. A 
identificação dos peptídeos foi realizada pela comparação das razões massa-carga (m/z) dos 
peptídeos encontrados nas amostras com aqueles previamente identificados em diferentes 
variedades de queijos (Exterkate, Lagerwerf, Haverkamp, & Schalkwijk, 1996; Addeo et al., 
1992; Addeo et al., 1994; Gouldsworthy, Leaver, & Banks, 1996; Alli, Okonieska, Gibbs, & 
Kunishi, 1998; Soeryapranata et al, 2004; Soeryapranata et al., 2008; Gagnaire, Mollé, 
Herrouin, & Léonil, 2001; Broadbent et al., 1998). 
 A análise dos peptídeos solúveis em pH 4,6 e etanol 70 % obtida por MALDI-ToF, 
revelou um perfil de hidrólise e formação de peptídeos bastante complexo. Ao todo, 183 picos 
foram detectados nos três tratamentos analisados ao longo dos 60 dias de maturação, dos quais 
33 picos correspondem às razões m/z já reportadas na literatura como peptídeos presentes em 





























Tabela 5. Peptídeos (m/z) detectados por MALDI-ToF MS na fração do queijo controle solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % reportados em intensidade relativa 
(intensidade relativa média ± desvio padrão) ao longo da maturação. (continua) 
m/z Peptídeo Referência Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
662 αs1-CN f19-23 Gouldsworthy et al. (1996); Soeryapranata et al. (2008) - 0,18 ± 0,16 0,48 ± 0,45 0,58 ± 0,51 0,49 ± 0,56 
672 αs1-CN f9-14 Soeryapranata et al. (2008) - - - - - 
758 αs1-CN f25-31/ αs1-CN f4-9 Alli et al. (1998), Gagnaire et al. (2001) - - - 0,13 ± 0,19 0,09 ± 0,08 
791 αs1-CN f18-23 Soeryapranata et al. (2008); Addeo et al. (1992) 2,94 ± 1,91 5,78 ± 1,77 4,90 ± 2,59 5,75 ± 2,98 3,97 ± 1,42 
809 αs1-CN f19-24 Addeo et al. (1992) 0,01 ± 0,02 - - - - 
813 αs1-CN f15-21 Gagnaire et al. (2001) - - - 0,02 ± 0,03 - 
906 αs1-CN f17-23/κ-CN f161-169 Alli et al. (1998) 20,44 ± 10,92 26,39 ± 6,42 15,56 ± 6,92 14,00 ± 8,02 7,40 ± 2,62 
1019 αs1-CN f16-23 Soeryapranata et al. (2008) - 0,01 ± 0,02 0,12 ± 0,20 0,15 ± 0,14 0,08 ± 0,13 
1053 αs1-CN f 24-32 Ong et al. (2008) 0,25 ± 0,33 0,01 ± 0,03 0,13 ± 0,11 0,11 ± 0,10 0,03 ± 0,06 
1118 αs1-CN f15-23 Soeryapranata (2008) 4,62 ± 2,66 7,17 ± 1,34 5,00 ± 2,68 4,91 ± 2,69 2,77 ± 1,16 
1140 αs1-CN f 1-9 Ong et al. (2008) 0,07 ± 0,13 0,08 ± 0,01 0,12 ± 0,17 0,05 ± 0,09 - 
1141 αs1-CN f1-9 Broadbent et al. (1998) 5,60 ± 3,05 6,12 ± 1,50 8,18 ± 4,56 12,59 ± 7,43 10,92 ± 5,06 
1151 β-CN f199-209 Addeo et al. (1992) 1,29 ± 0,75 0,05 ± 0,05 0,09 ± 0,15 0,02 ± 0,04 - 
1155 αs1-CN f4-13 Soeryapranata et al. (2008) - - 0,06 ± 0,06 0,31 ± 0,22 0,29 ± 0,17 
1247 αs1-CN f14-23 Soeryapranata et al. (2008) 10,62 ± 3,23 14,29 ± 2,10 6,06 ± 2,27 4,61 ± 2,65 1,78 ± 0,59 
1269 κ-CN f51-60 Alli et al. (1998) 0,17 ± 0,26 0,42 ± 0,15 0,00 ± 0,00 - - 
1284 αs1-CN f4-14 Soeryapranata et al. (2008) 0,04 ± 0,07 0,33 ± 0,12 0,88 ± 0,16 1,40 ± 0,58 1,65 ± 0,49 
1536 αs1-CN f1-13 Gouldsworthy et al. (1996) 18,30 ± 7,83 24,04 ± 8,50 29,05 ± 14,71 42,19 ± 24,83 35,85 ± 14,88 
1537 αs1-CN f1-13 Broadbent et al. (1998) - - 0,00 ± 0,00 - - 
1556 β-CN f193-206 Gouldsworthy et al. (1996); Soeryapranata et al. (2004) 0,06 ± 0,10 - 0,15 ± 0,20 - 0,03 ± 0,04 
1590 β-CN f195-209 Soeryapranata et al. (2004) - - - - - 







m/z Peptídeo Referência Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
1642 αs1-CN f10-23 Soeryapranata et al. (2008) 0,03 ± 0,05 0,23 ± 0,18 - - - 
1665 αs1-CN f1-14 Gouldsworthy et al. (1996) 3,61 ± 1,87 6,47 ± 2,91 10,12 ± 5,21 15,17 ± 9,69 13,72 ± 6,57 
1666 αs1-CN f1-14 Soeryapranata et al. (2008) - - - - - 
1701 β-CN f12-24/ β-CN f194-209 Addeo et al.(1994); Soeryapranata et al. (2004) 1,04 ± 0,29 1,76 ± 0,65 2,08 ± 0,81 2,76 ± 1,06 2,70 ± 0,95 
1703 β-CN f16-28 Addeo et al. (1994); Gagnaire et al. (2001) - - - 0,05 ± 0,09 - 
1718 β-CN f194-209 Soeryapranata et al. (2004) 25,00 ± 5,27 7,47 ± 1,51 5,97 ± 2,37 4,90 ± 1,72 3,49 ± 1,23 
1782 β-CN f193-208 Gouldsworthy et al. (1996) 0,02 ± 0,03 - 0,27 ± 0,35 0,36 ± 0,46 0,78 ± 0,46 
1877 αs1-CN f1-16 Gagnaire et al. (2001) 85,70 ± 12,18 75,96 ± 21,33 47,36 ± 12,25 35,45 ± 16,19 20,50 ± 5,87 
1881 β-CN f193-209 Alli et al. (1998); Gouldsworthy et al. (1996);Ong et al. (2008) 89,29 ± 11,39 90,55 ± 15,47 100,00 ± 0,00 99,59 ± 0,72 100,00 ± 0,00 
1991 αs1-CN f1-17 Broadbent et al. (1998) 18,18 ± 4,07 19,01 ± 7,22 19,56 ± 8,24 22,92 ± 10,61 20,16 ± 7,18 
2035 αs1-CN f7-23 Gagnaire et al. (2001) 0,26 ± 0,37 0,44 ± 0,28 0,78 ± 0,60 1,02 ± 0,67 0,79 ± 0,63 
2347 αs1-CN f1-20 Exterkate et al. (1997) 2,41 ± 0,65 5,43 ± 0,78 4,11 ± 0,43 3,24 ± 0,97 2,07 ± 0,51 
2461 β-CN f168-189 Exterkate et al. (1997) 0,02 ± 0,02 0,03 ± 0,04 0,04 ± 0,04 0,01 ± 0,02 0,03 ± 0,06 














Tabela 6. Peptídeos (m/z) detectados por MALDI-ToF MS na fração do queijo com 25 % de redução de sal solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % reportados em 
intensidade relativa (intensidade relativa média ± desvio padrão) ao longo da maturação. (continua) 
m/z Peptídeo Referência Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
662 αs1-CN f19-23 Gouldsworthy et al. (1996); Soeryapranata et al. (2008) - 0,09 ± 0,13 0,35 ± 0,31 0,32 ± 0,45 0,15 ± 0,16 
672 αs1-CN f9-14 Soeryapranata et al. (2008) 0,02 ± 0,04 - - - - 
758 αs1-CN f25-31/ αs1-CN f4-9 Alli et al. (1998), Gagnaire et al. (2001) - - 0,04 ± 0,05 - 0,04 ± 0,04 
791 αs1-CN f18-23 Soeryapranata et al. (2008); Addeo et al. (1992) 3,05 ± 1,07 3,37 ± 1,63 4,28 ± 1,65 3,46 ± 2,26 2,34 ± 0,63 
809 αs1-CN f19-24 Addeo et al. (1992) - - - - - 
813 αs1-CN f15-21 Gagnaire et al. (2001) - - - - - 
906 αs1-CN f17-23/κ-CN f161-169 Alli et al. (1998) 22,78 ± 5,24 19,53 ± 5,84 17,35 ± 4,99 9,04 ± 4,01 5,07 ± 0,82 
1019 αs1-CN f16-23 Soeryapranata et al. (2008) - 0,02 ± 0,03 0,06 ± 0,11 0,02 ± 0,04 - 
1053 αs1-CN f 24-32 Ong et al. (2008) 0,19 ± 0,23 0,03 ± 0,06 0,17 ± 0,16 - - 
1118 αs1-CN f15-23 Soeryapranata et al. (2008) 4,92 ± 1,88 4,75 ± 1,60 4,57 ± 1,77 2,53 ± 1,30 1,48 ± 0,30 
1140 αs1-CN f 1-9 Ong et al. (2008) 0,04 ± 0,07 0,02 ± 0,03 0,06 ± 0,06 - - 
1141 αs1-CN f1-9 Broadbent et al. (1998) 5,51 ± 2,00 3,70 ± 1,17 7,00 ± 2,35 6,16 ± 3,54 4,92 ± 0,46 
1151 β-CN f199-209 Addeo et al. (1992) 1,30 ± 0,53 0,06 ± 0,11 0,11 ± 0,09 - - 
1155 αs1-CN f4-13 Soeryapranata et al. (2008) - - 0,04 ± 0,03 0,07 ± 0,08 0,10 ± 0,04 
1247 αs1-CN f14-23 Soeryapranata et al. (2008) 9,88 ± 2,04 7,95 ± 0,77 4,97 ± 1,32 2,06 ± 0,73 0,79 ± 0,27 
1269 κ-CN f51-60 Alli et al. (1998) 0,09 ± 0,13 0,01 ± 0,02 - - - 
1284 αs1-CN f4-14 Soeryapranata et al. (2008) - 0,14 ± 0,09 0,54 ± 0,21 0,79 ± 0,38 0,79 ± 0,07 
1536 αs1-CN f1-13 Gouldsworthy et al. (1996) 14,65 ± 5,40 12,56 ± 2,03 20,34 ± 7,09 17,62 ± 8,44 14,43 ± 2,67 
1537 αs1-CN f1-13 Broadbent et al. (1998) - - - - - 
1556 β-CN f193-206 Gouldsworthy et al. (1996); Soeryapranata et al. (2004) 0,19 ± 0,32 - 0,20 ± 0,28 0,04 ± 0,07 0,05 ± 0,09 
1590 β-CN f195-209 Soeryapranata et al. (2004) - - - - - 







m/z Peptídeo Referência Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
1642 αs1-CN f10-23 Soeryapranata et al. (2008) - 0,14 ± 0,07 - - - 
1665 αs1-CN f1-14 Gouldsworthy et al. (1996) 3,46 ± 1,45 5,04 ± 1,40 10,63 ± 4,29 10,70 ± 4,90 10,03 ± 2,75 
1666 αs1-CN f1-14 Soeryapranata et al. (2008) - - - - - 
1701 β-CN f12-24/ β-CN f194-209 Addeo et al. (1994); Soeryapranata et al. (2004) 1,10 ± 0,28 1,31 ± 0,42 1,75 ± 0,59 1,92 ± 0,60 2,07 ± 0,70 
1703 β-CN f16-28 Addeo et al. (1994); Gagnaire et al. (2001) - - 0,03 ± 0,05 0,10 ± 0,11 0,02 ± 0,04 
1718 β-CN f194-209 Soeryapranata et al. (2004) 25,68 ± 5,27 5,91 ± 0,35 5,31 ± 2,06 3,36 ± 1,11 2,60 ± 1,05 
1782 β-CN f193-208 Gouldsworthy et al. (1996) - - 0,19 ± 0,22 0,43 ± 0,40 0,91 ± 0,48 
1877 αs1-CN f1-16 Gagnaire et al. (2001) 91,28 ± 7,40 73,80 ± 5,97 57,63 ± 15,35 34,64 ± 8,10 19,25 ± 1,53 
1881 β-CN f193-209 Alli et al. (1998); Gouldsworthy et al. (1996); Ong et al. (2008) 91,34 ± 8,19 93,22 ± 11,74 99,92 ± 0,14 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 
1991 αs1-CN f1-17 Broadbent et al. (1998) 17,21 ± 3,44 14,76 ± 1,24 17,86 ± 6,52 15,53 ± 5,55 11,83 ± 1,81 
2035 αs1-CN f7-23 Gagnaire et al. (2001) 0,33 ± 0,23 0,22 ± 0,22 0,54 ± 0,38 0,63 ± 0,38 0,42 ± 0,32 
2347 αs1-CN f1-20 Exterkate et al. (1997) 2,41 ± 0,49 5,56 ± 1,38 4,35 ± 1,44 2,73 ± 0,13 1,61 ± 0,12 
2461 β-CN f168-189 Exterkate et al. (1997) 0,02 ± 0,04 0,06 ± 0,07 0,05 ± 0,06 0,03 ± 0,05 - 














Tabela 7. Peptídeos (m/z) detectados por MALDI-ToF MS na fração do queijo com 50 % de redução de sal solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % reportados em 
intensidade relativa (intensidade relativa média ± desvio padrão) ao longo da maturação. (continua) 
m/z Peptídeo Referência Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
662 αs1-CN f19-23 Gouldsworthy et al. (1996); Soeryapranata et al. (2008) - 0,11 ± 0,15 0,22 ± 0,32 0,13 ± 0,14 0,13 ± 0,22 
672 αs1-CN f9-14 Soeryapranata et al. (2008) - - - - - 
758 αs1-CN f25-31/ αs1-CN f4-9 Alli et al. (1998), Gagnaire et al. (2001) - - 0,02 ± 0,03 0,07 ± 0,12 0,02 ± 0,03 
791 αs1-CN f18-23 Soeryapranata et al. (2008); Addeo et al. (1992) 2,17 ± 1,35 2,90 ± 0,95 2,74 ± 2,06 2,32 ± 0,55 1,39 ± 0,84 
809 αs1-CN f19-24 Addeo et al. (1992) - - - - - 
813 αs1-CN f15-21 Gagnaire et al. (2001) - - - - - 
906 αs1-CN f17-23/κ-CN f161-169 Alli et al. (1998) 19,28 ± 8,54 20,02 ± 6,64 11,82 ± 4,27 7,74 ± 2,59 3,59 ± 0,82 
1019 αs1-CN f16-23 Soeryapranata et al. (2008) - - 0,03 ± 0,06 0,03 ± 0,05 - 
1053 αs1-CN f 24-32 Ong et al. (2008) 0,15 ± 0,26 0,01 ± 0,02 0,02 ± 0,03 0,01 ± 0,03 - 
1118 αs1-CN f15-23 Soeryapranata et al. (2008) 3,76 ± 1,87 4,09 ± 0,87 2,66 ± 1,24 1,79 ± 0,43 0,86 ± 0,43 
1140 αs1-CN f 1-9 Ong et al. (2008) 0,03 ± 0,04 0,02 ± 0,03 0,02 ± 0,03 - - 
1141 αs1-CN f1-9 Broadbent et al. (1998) 4,00 ± 1,83 3,13 ± 0,92 4,08 ± 2,48 4,69 ± 0,40 3,30 ± 1,86 
1151 β-CN f199-209 Addeo et al. (1992) 0,94 ± 0,49 0,03 ± 0,03 - 0,02 ± 0,04 - 
1155 αs1-CN f4-13 Soeryapranata et al. (2008) - - 0,02 ± 0,03 0,09 ± 0,09 0,05 ± 0,05 
1247 αs1-CN f14-23 Soeryapranata et al. (2008) 7,13 ± 2,19 5,61 ± 1,03 2,58 ± 0,58 1,29 ± 0,54 0,35 ± 0,28 
1269 κ-CN f51-60 Alli et al. (1998) - 0,02 ± 0,03 - - - 
1284 αs1-CN f4-14 Soeryapranata et al. (2008) - 0,09 ± 0,09 0,34 ± 0,04 0,45 ± 0,15 0,52 ± 0,22 
1536 αs1-CN f1-13 Gouldsworthy et al. (1996) 9,77 ± 4,44 8,87 ± 3,17 10,48 ± 4,75 10,85 ± 0,65 8,56 ± 4,32 
1537 αs1-CN f1-13 Broadbent et al. (1998) - - - - 0,02 ± 0,03 
1556 β-CN f193-206 Gouldsworthy et al. (1996); Soeryapranata et al. (2004) 0,20 ± 0,31 - 0,09 ± 0,11 0,10 ± 0,15 0,20 ± 0,20 
1590 β-CN f195-209 Soeryapranata et al. (2004) - - - 0,07 ± 0,13 0,08 ± 0,10 







m/z Peptídeo Referência Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
1642 αs1-CN f10-23 Soeryapranata et al. (2008) - 0,02 ± 0,04 - - - 
1665 αs1-CN f1-14 Gouldsworthy et al. (1996) 2,58 ± 1,13 5,00 ± 1,59 8,33 ± 3,42 10,52 ± 1,33 9,41 ± 4,06 
1666 αs1-CN f1-14 Soeryapranata et al. (2008) - - - - 0,03 ± 0,05 
1701 β-CN f12-24/ β-CN f194-209 Addeo et al. (1994); Soeryapranata et al. (2004) 0,88 ± 0,25 1,40 ± 0,63 1,46 ± 0,42 1,82 ± 0,76 1,68 ± 0,59 
1703 β-CN f16-28 Addeo et al. (1994); Gagnaire et al. (2001) - - 0,08 ± 0,10 0,07 ± 0,08 0,12 ± 0,15 
1718 β-CN f194-209 Soeryapranata et al. (2004) 22,64 ± 5,34 5,95 ± 0,70 4,25 ± 1,10 3,43 ± 1,15 2,31 ± 0,71 
1782 β-CN f193-208 Gouldsworthy et al. (1996) 0,02 ± 0,04 0,07 ± 0,11 0,31 ± 0,21 0,78 ± 0,57 1,19 ± 0,49 
1877 αs1-CN f1-16 Gagnaire et al. (2001) 91,40 ± 8,54 77,66 ± 15,52 52,12 ± 4,31 33,82 ± 6,99 19,43 ± 2,58 
1881 β-CN f193-209 Alli et al. (1998); Gouldsworthy et al. (1996);Ong et al. (2008) 92,69 ± 9,49 93,31 ± 11,25 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 96,67 ± 5,77 
1991 αs1-CN f1-17 Broadbent et al. (1998) 14,67 ± 3,63 13,50 ± 2,89 12,89 ± 4,33 11,65 ± 1,23 9,57 ± 3,53 
2035 αs1-CN f7-23 Gagnaire et al. (2001) 0,15 ± 0,27 0,24 ± 0,11 0,32 ± 0,31 0,24 ± 0,21 0,22 ± 0,28 
2347 αs1-CN f1-20 Exterkate et al. (1997) 2,32 ± 0,14 4,96 ± 0,60 3,64 ± 0,43 2,33 ± 0,26 1,64 ± 0,51 
2461 β-CN f168-189 Exterkate et al. (1997) 0,01 ± 0,01 0,11 ± 0,07 0,12 ± 0,13 0,02 ± 0,02 - 





A presença do peptídeo β-CN f193-209 (m/z 1881), solúvel em pH 4,6, foi 
verificada já no primeiro dia de maturação nos queijos controle, com redução de 25 e 50 % de 
sal, sendo esse peptídeo o mais intenso em todos os tempos avaliados, utilizado portanto como 
referência do cálculo da intensidade relativa dos demais peptídeos. Esse resultado indica que 
houve pouca degradação enzimática do peptídeo β-CN f193-209 ao longo dos 60 dias de 
maturação. O peptídeo β-CN f193-209 (m/z 1881) é reconhecido como um peptídeo amargo 
cujo acúmulo em queijos pode levar a um defeito de sabor (Soeryapranata et al., 2002a), é 
composto por 13 aminoácidos hidrofóbicos em um total de 17 aminoácidos. A hidrólise 
enzimática da fração β-CN f193-209 é, portanto, desejável a fim de reduzir o amargor detectável 
em queijos.  
Diferente do observado para a fração β-CN f193-209, verificou-se intensa hidrólise 
dos dois fragmentos obtidos a partir da αs1-caseína pela ação da quimosina residual. 
Inicialmente, até o 15º. dia de maturação, houve acúmulo das frações αs1-CN f1-23 e αs1-CN 
f24-199, quando a máxima intensidade do pico de m/z 2764 (αs1-CN f1-23) foi verificada por 
MALDI-ToF e os picos αs1-I-CN 8P e αs1-I-CN 9P apresentam maior intensidade na análise por 
eletroforese capilar, em todos os queijos. Após o 15º dia de maturação, degradação progressiva 
de ambas as frações é observada. Os picos αs1-I-CN 8P e αs1-I-CN 9P praticamente desaparecem 
após o 60º. dia de maturação (Figuras 7, 8 e 9) e o peptídeo αs1-CN f1-23 (m/z 2764) apresenta 
intensidade relativa inferior a 1 % no mesmo tempo de maturação (Tabelas 5, 6 e 7). Peptídeos 
provenientes da hidrólise da αs1-CN f24-199, solúveis ou não em pH 4,6, não foram 
identificados por MALDI-ToF, com exceção do peptídeo αs1-CN f24-32 (m/z 1053) 
identificado em todos os queijos com intensidade relativa inferior a 1 %. 
A diversidade e complexidade de peptídeos formados durante o processo de 
maturação dos queijos gera a necessidade de estabelecimento de algum critério de seleção que 
viabilize a análise do conjunto de dados. Logo, ao analisar os dados de massas espectrais 
obtidos por MALDI-ToF alguns autores (Piraino et al, 2007; Rossano et al., 2005) descartam 
os picos com intensidade relativa inferior à 10 % da intensidade do maior pico presente. Dessa 
forma, as Tabelas 8, 9 e 10 apresentam apenas os peptídeos com intensidade relativa superior a 
10 % da intensidade do pico mais intenso. 
Observa-se, primeiramente, que apesar da grande quantidade de peptídeos 
identificados ao longo da maturação dos queijos controle e com redução de sal, apenas 11 
peptídeos, originários principalmente das frações αs1-caseína, β-caseína e, possivelmente, κ-





Dentre esses peptídeos, além peptídeo β-CN f193-209 (m/z 1881), os peptídeos αs1-
CN f1-9 (m/z 1141) e αs1-CN f1-13 (m/z 1536) são reconhecidos como causadores de gosto 
amargo em queijos (Soeryapranata et al., 2008). Embora estudos associem o desenvolvimento 
de amargor como um defeito relacionado à redução no teor de sal (Rulikowska et al., 2013; 
Schroeder et al., 1988), não foi observado, no presente estudo, o aumento de intensidade relativa 
de peptídeos amargos associados à redução no teor de sal dentro da faixa estudada. A 
concentração de sal não afetou a intensidade do peptídeo β-CN f193-209 (m/z 1881), que 
permaneceu em alta intensidade durante toda a maturação dos queijos controle e com redução 
de sal. Além disso, o peptídeo αs1-CN f1-9 (m/z 1141) aparece apenas no queijo controle após 
45 e 60 dias de maturação e o peptídeo αs1-CN f1-13 (m/z 1536) aparece em maior intensidade 





Tabela 8. Peptídeos (m/z) com intensidade relativa superior a 10 % detectados por MALDI-ToF MS na fração do queijo controle solúvel em pH 
4,6 e etanol 70 % reportados em intensidade relativa (intensidade relativa média ± desvio padrão) ao longo da maturação. 
m/z Peptídeo Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
906 αs1-CN f17-23/ κ-CN f161-169 20,44 ± 10,92 26,39 ± 6,42 15,56 ± 6,92 14,00 ± 8,02 <10 
1141 αs1-CN f1-9 <10 <10 <10 12,59 ± 7,43 10,92 ± 5,06 
1247 αs1-CN f14-23 10,62 ± 3,23 14,29 ± 2,10 <10 <10 <10 
1536 αs1-CN f1-13 18,30 ± 7,83 24,04 ± 8,50 29,05 ± 14,71 42,19 ± 24,83 35,85 ± 14,88 
1665 αs1-CN f1-14 <10 <10 10,12 ± 5,21 15,17 ± 9,69 13,72 ± 6,57 
1718 β-CN f194-209 25,00 ± 5,27 <10 <10 <10 <10 
1877 αs1-CN f1-16 85,70 ± 12,18 75,96 ± 21,33 47,36 ± 12,25 35,45 ± 16,19 20,50 ± 5,87 
1881 β-CN f193-209 89,29 ± 11,39 90,55 ± 15,47 100,00 ± 0,00 99,59 ± 0,72 100,00 ± 0,00 
1899 * 15,49 ± 5,73 15,53 ± 4,41 10,77 ± 3,80 <10 <10 
1903 * 17,70 ± 4,07 22,73 ± 6,48 27,52 ± 2,69 26,69 ± 0,63 25,59 ± 2,79 






Tabela 9. Peptídeos (m/z) com intensidade relativa superior a 10 % detectados por MALDI-ToF MS na fração do queijo com 25 % de redução de 
sal solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % reportados em intensidade relativa (intensidade relativa média ± desvio padrão) ao longo da maturação. 
m/z Peptídeo Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
906 αs1-CN f17-23/ κ-cn f161-169 22,78 ± 5,24 19,78 ± 5,84 17,35 ± 4,99 <10 <10 
1536 αs1-CN f1-13 14,65 ± 5,40 12,56 ± 2,03 20,34 ± 7,09 17,62 ± 8,44 14,43 ± 2,67 
1665 αs1-CN f1-14 <10 <10 10,63 ± 4,29 10,70 ± 4,90 10,03 ± 2,75 
1718 β-CN f194-209 25,68 ± 5,27 <10 <10 <10 <10 
1877 αs1-CN f1-16 91,28 ± 7,40 73,80 ± 5,97 57,63 ± 15,35 34,64 ± 8,10 19,25 ± 1,53 
1881 β-CN f193-209 91,34 ± 8,19 93,22 ± 11,74 99,92 ± 0,14 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 
1899 * 18,36 ± 4,81 14,55 ± 1,91 13,38 ± 4,09 <10 <10 
1903 * 20,45 ± 4,15 22,49 ± 4,59 26,85 ± 1,34 29,27 ± 3,03 29,62 ± 1,88 






Tabela 10. Peptídeos (m/z) com intensidade relativa superior a 10 % detectados por MALDI-ToF MS na fração do queijo com 50 % de redução 
de sal solúvel em pH 4,6 e etanol 70 % reportados em intensidade relativa (intensidade relativa média ± desvio padrão) ao longo da maturação. 
m/z Peptídeo Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 
906 αs1-CN f17-23/ κ-cn f161-169 19,28 ± 8,54 20,02 ± 6,64 11,82 ± 4,27 <10 <10 
1536 αs1-CN f1-13 <10 <10 10,48 ± 4,75 10,85 ± 0,65 <10 
1665 αs1-CN f1-14 <10 <10 <10 10,52 ± 1,33 <10 
1718 β-CN f194-209 22,64 ± 5,34 <10 <10 <10 <10 
1877 αs1-CN f1-16 91,40 ± 8,54 77,66 ± 15,52 52,12 ± 4,31 33,82 ± 6,99 19,43 ± 2,58 
1881 β-CN f193-209 92,69 ± 9,49 93,31 ± 11,25 100,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 96,67 ± 5,77 
1899 * 17,68 ± 4,42 17,96 ± 4,25 11,28 ± 2,05 <10 <10 
1903 * 19,95 ± 3,93 25,48 ± 5,63 27,14 ± 2,42 29,34 ± 2,96 27,30 ± 1,57 







A análise de componentes principais (PCA) dos queijos controle e com 25 % de 
redução de sal, avaliados ao longo do tempo de maturação, revelou que as mesmas podem ser 
distinguidas entre si baseado nas primeiras duas PCs (Figura 13), com 86,3 % e 85,8 % da 
variância total nos dados, respectivamente. Em ambos os casos, ao longo de PC2 não se 
observou uma boa separação das amostras. 
No caso do queijo controle, avaliando-se PC1 (Figuras 13a e 13b), é possível 
observar que o peptídeo de m/z 1877 (αs1-CN f1-16) corresponde à variável de maior peso 
positivo para separação das amostras à direita do gráfico de escores (Figura 13a), ou seja, os 
queijos com tempo de maturação de 1 e 15 dias. Em contrapartida, os queijos com maior tempo 
de maturação de 45 e 60 dias apresentam menor intensidade relativa deste peptídeo, e são 
caracterizados pela alta intensidade relativa do peptídeo de m/z 1536 (αs1-CN f1-13). A boa 
separação das amostras indica uma evolução da proteólise dessa variedade de queijo com a 
presença de um perfil de peptídeos característico de cada tempo de maturação avaliado. 
Ao se avaliar as amostras de queijo Prato com 25 % de redução de sal por PCA 
(Figuras 13c e 13d), observou-se que o peptídeo de m/z 1903 (não identificado) foi a variável 
de maior peso positivo em PC1, apresentando alta intensidade relativa nas amostras de queijos 
com 60 dias de maturação. O peptídeo de m/z 1877 (αs1-CN f1-16) foi a variável de maior peso 
negativo em PC1, apresentando alta intensidade relativa nas amostras de queijos com tempo de 
maturação de 1 e 15 dias.  
O agrupamento por PCA das amostras de queijo Prato com 50 % de redução de sal 
foi melhor desenvolvido nas PCs 1 e 3 (Figura 13e), com 68 % da variância total nos dados. O 
peptídeo de m/z 1877 (αs1-CN f1-16) apresentou alto peso positivo ao longo de PC1, 
apresentando alta intensidade relativa nas amostras com 1 dia de maturação. Observa-se apenas 
separação entre os queijos com 1 e 60 dias de maturação, não sendo observada boa separação 
entre as amostras referentes aos demais tempos de maturação. Esse resultado sugere uma 
proteólise mais desordenada nos queijos com 50 % de redução de sal quando comparado aos 








Figura 13. Análise de componentes principais. Gráficos de escores dos queijos controle (a), com 
25 % de redução de sal (c) e com 50 % de redução de sal (e); gráficos de pesos dos queijos controle 
(b), com 25 % de redução de sal (d) e com 50 % de redução de sal (f). (●) 1 dia; (●)15 dias; (●) 30 








A análise discriminante pelo método de quadrados mínimos parciais (PLS-DA) foi 
subsequentemente desenvolvida na tentativa de maximizar a separação, bem como identificar 
metabólitos adicionais àqueles identificados usando PCA. Entretanto, nos gráficos de escores 
de PLS-Da (Figura 14), a separação entre as amostras dos diferentes grupos foi semelhante ao 
PCA (Figura 13). Peptídeos potenciais para a separação foram selecionados baseado no escore 
VIP (>1), que possibilita a seleção de variáveis importantes para projeção, os quais foram os de 
m/z 1536 (αs1-CN f1-13) e 1877 (αs1-CN f1-16) no queijo controle e os íons de m/z 1877 (αs1-
CN f1-16), 1903 (não identificado) e 1665 (αs1-CN f1-14) nos queijos com 25 % e 50 % de 
redução de sal (Figura 15).  
No gráfico de VIP score (Figura 15) observa-se o peptídeo de m/z 1877 (αs1-CN f1-
16) apresentou alta intensidade relativa nas amostras de queijo no início da maturação (1 e 15 
dias) em todos os queijos (controle, 25 % de redução de sal e 50 % de redução de sal), reduzindo 
ao longo do tempo até atingir intensidades relativas muito baixas nas amostras com 60 dias de 
maturação. À medida que esse peptídeo foi consumido com o tempo, observou-se um aumento 
nas intensidades relativas dos demais peptídeos potenciais. Enquanto o controle apresentou 
acúmulo do peptídeo de m/z 1536 (αs1-CN f1-13) durante a maturação (Figura 15a), os queijos 
com redução no teor de sal apresentaram aumento da intensidade relativa dos peptídeos de m/z 













Figura 14. Análise discriminante pelo método de quadrados mínimos parciais (PLS-DA). Gráficos 
de escores dos queijos controle (a), com 25 % de redução de sal (c) e com 50 % de redução de sal 
(e); gráficos de pesos dos queijos controle (b), com 25 % de redução de sal (d) e com 50 % de 











Figura 15. Características importantes identificada por PLS-DA para os queijos Controle (a), 
com 25 % de redução de sal (b) e com 50 % de redução de sal (c). As caixas coloridas à direita 
indicam as concentrações relativas dos correspondentes metabólitos em cada grupo em estudo. 
VIP score > 1 é considerado estatisticamente significante. 
m/z Peptídeo Escore VIP 
1536 αs1-CN f1-13 1,36 
1877 αs1-CN f1-16 1,82 
m/z Peptídeo Escore VIP 
1665 αs1-CN f1-14 1,00 
1877 αs1-CN f1-16 1,78 
1903 não identificado 1,45 
m/z Peptídeo Escore VIP 
1665 αs1-CN f1-14 1,09 
1877 αs1-CN f1-16 1,76 








A partir da avaliação dos resultados obtidos na análise de componentes principais 
e análise discriminante pelo método de quadrados mínimos parciais de cada tratamento ao longo 
da maturação, optou-se por realizar análise quimiométrica dos peptídeos presentes nas amostras 
em tempos específicos (1, 30 e 60 dias) a fim de comparar a evolução da proteólise dos queijos 
analisados. 
A análise de componentes principais (PCA) dos queijos após 1, 30 e 60 dias de 
maturação, revelou que o agrupamento das amostras de queijo Prato foi melhor desenvolvido 
nas primeiras duas PCs (Figura 16), com 82,9 %, 82,3 % e 83,9 % da variância total nos dados, 
respectivamente. Porém, os resultados não apresentam uma boa separação das amostras nos 
tempos avaliados. No entanto, a análise discriminante pelo método de quadrados mínimos 
parciais (PLS-DA) possibilitou melhor separação das amostras, em especial para os queijos 
com 60 dias de maturação, quando observa-se a formação de um agrupamento isolado para o 
queijo controle, revelando uma tendência de separação do queijo controle com relação aos 
queijos com redução de sal (Figura 17). Após 60 dias de maturação, o peptídeo de m/z 1536 
(αs1-CN f1-13) corresponde à variável de maior peso negativo para a separação das amostras à 
esquerda do gráfico de escores, ou seja, o queijo controle. O peptídeo de m/z 1903 (não 
identificado), no entanto, corresponde à variável de maior peso positivo para a separação das 
amostras à direita do gráfico, ou seja, queijos com redução de 25 e 50 % de sal. 
Peptídeos potenciais foram selecionados baseado no escore VIP (>1) (Figura 18), 
os quais foram os de m/z 906 (αs1-CN f17-23/ κ-CN f161-169), 1536 (αs1-CN f1-13), 1877 (αs1-
CN f1-16) e 1899 (não identificado) para os queijos analisados após 1 dia de armazenamento, 
1536 (αs1-CN f1-13) e 1877 (αs1-CN f1-16) após 30 dias de maturação, 1536 (αs1-CN f1-13) e 
1903 (não identificado) após 60 dias de maturação. No gráfico de VIP score (Figura 18) 
observa-se o peptídeo de m/z 1536 (αs1-CN f1-13) apresentou maior intensidade relativa nas 
amostras de queijo Prato controle em todos os tempos avaliados (1, 30 e 60 dias). O peptídeo 
de m/z 1877 (αs1-CN f1-16) foi mais abundante no queijo com 50 % de redução no teor de sal 
após 30 dias de maturação e o peptídeo de m/z 1903 (não identificado) apresentou maior 
intensidade relativa nos queijos com 50 % de redução de sal após 60 dias de maturação. 
A maior intensidade relativa do peptídeo αs1-CN f1-13 (m/z 1536) no queijo 
controle ao longo do tempo de maturação sugere maior atividade da cultura láctica nos queijos 
com menores teores de sal, levando à produção de enzimas proteolíticas que degradam essa 
fração. Diferentes cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. 





de hidrolise da fração αs1-CN f1-13 (m/z 1536) (Upadhyay et al., 2004). A menor hidrólise dessa 
fração no queijo controle é evidenciada pelo acúmulo deste peptídeo durante a maturação, cuja 
intensidade relativa chega a 35,85 % no queijo controle, e a 14,43 % no queijo com 25% de 
redução do sal, sendo menor do que 10 % no queijo com 50 % de redução de sal após 60 dias 



























Figura 16. Análise de componentes principais dos queijos. Gráficos de escores dos queijos com 
1 dia de maturação (a), com 30 dias de maturação (c) e com 60 dias de maturação (e); gráficos 
de pesos dos queijos com 1 dia de maturação (b), com 30 dias de maturação (d) e com 60 dias 
de maturação (f) de PC1 vs PC2. (●) Queijo controle; (●) Queijo com 25 % de redução de sal;   










Figura 17. Análise discriminante pelo método de quadrados mínimos parciais (PLS-DA). 
Gráficos de escores dos queijos com 1 dia de maturação (a), com 30 dias de maturação (c) e 
com 60 dias de maturação (e); gráficos de pesos dos queijos com 1 dia de maturação (b), com 
30 dias de maturação (d) e com 60 dias de maturação (f) de PC1 vs PC2. (●) Queijo controle; 











Figura 18. Características importantes identificada por PLS-DA para os queijos com 1 dia de 
maturação (a), com 30 dias de maturação (b) e com 60 dias de maturação sal (c). As caixas 
coloridas à direita indicam as concentrações relativas dos correspondentes metabólitos em cada 
grupo em estudo. VIP score > 1 é considerado estatisticamente significante. 





1536 αs1-CN f1-13 1,78 
1877 αs1-CN f1-16 1,16 
1899 não identificado 1,43 
m/z Peptídeo Escore VIP 
1536 αs1-CN f1-13 1,94 
1877 αs1-CN f1-16 1,91 
m/z Peptídeo Escore VIP 
1536 αs1-CN f1-13 2,03 








3.5. Análise sensorial 
 
A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos na análise sensorial dos queijos após 
30 e 60 dias de maturação. Observa-se que, quando avaliados com 30 dias de maturação, os 
tratamentos não apresentaram diferença significativa nos atributos avaliados. Esses resultados 
indicam que os queijos com redução no teor de sal e os queijos controle são igualmente aceitos 
nos primeiros estágios da maturação (até 30 dias).  
No entanto, quando avaliados após 60 dias de maturação, ambos os tratamentos 
com redução no teor de sal diferiram-se significativamente do controle com relação ao atributo 
sabor, embora não tenham diferido entre si. Estudos indicam que a redução no teor de sal pode 
levar ao desenvolvimento de gosto amargo em queijos (Rulikowska et al., 2013; Schroeder et 
al., 1988). Embora o atributo amargor não tenha sido avaliado nesse estudo, quando solicitados 
a fazer comentários sobre as amostras avaliadas, a presença amargor foi reportada por 14 
provadores no caso dos queijos com 25 % de redução de sal e 15 provadores no caso dos queijos 
com 50 % de redução de sal, enquanto apenas um provador reportou gosto amargo no queijo 
controle. Os resultados da análise de peptídeos solúveis em pH 4,6 e etanol 70 % por MALDI-
ToF, no entanto, sugerem que a redução no teor de sal não afetou a formação de peptídeos 
amargos, embora um peptídeo não identificado (m/z 1903) apresente maior intensidade relativa 
nos queijos com redução de sal quando comparados ao controle após 60 dias de maturação. 
Diferentes fatores podem ter influenciado a percepção do gosto amargo tais como o próprio teor 
de sal e diferença na característica da matriz proteica formada, menos firme no queijos com 50 
% de redução de sal. Além disso, a redução na aceitação global verificada nos queijos com 50 
% de redução de sal pode estar mais associada à redução na aceitação do atributo textura, 
significativamente inferior nesse queijo quando comparado ao controle, do que à redução na 
aceitação do atributo sabor. 
Entende-se que, a fim de melhor compreender as modificações sensoriais do queijo 
Prato como decorrência da redução no teor de sal, estudos mais aprofundados, que busquem 
correlacionar a formação de peptídeos com uma avaliação sensorial mais robusta devem ser 
conduzidos. 
Apesar da diferença observada no sabor do queijo com 25 % de redução de sal, em 
relação ao queijo controle, com 60 dias de maturação, a redução de 25 % de sal não afetou a 
aceitação global do queijo, sugerindo que a alteração de sabor, embora perceptível pelo 





possibilidade de redução de 25 % no teor de sal do queijo Prato sem afetar a aceitação pelo 
consumidor. 
A redução de 50 % no teor de sal pela simples redução de sal adicionado não 
apresenta uma boa alternativa considerando a redução na aceitação sensorial após 60 dias de 
maturação. Estratégias complementares como a substituição no NaCl por outro sal que 
possibilite o aumento da percepção do gosto salgado, a adição de uma cultura adjunta que 
minimize possíveis off-flavours ou, ainda, a adição de substâncias realçadoras de sabor podem 
ser aplicadas de forma a obter reduções superiores a 25 %. 
 




Queijo com 25 % 
de redução de sal 
Queijo com 50 % 
de redução de sal 
p-valor 
30 dias de maturação 
Aparência 7,35 ± 1,38a 7,25 ± 1,38a 7,24 ± 1,48a 0,8029 
Aroma 7,10 ± 1,54a 7,01 ± 1,70a 6,98 ± 1,76a 0,8368 
Sabor 6,81 ± 1,76a 6,81 ± 1,56a 6,54 ± 1,68a 0,3442 
Textura 7,25 ± 1,56a 6,93 ± 1,80a 6,99 ± 1,58a 0,2741 
Aceitação Global 7,13 ± 1,39a 6,91 ± 1,46a 6,78 ± 1,55a 0,1810 
     
60 dias de maturação 
Aparência 7,19 ± 1,45a 7,16 ± 1,51a 7,13 ± 1,45a 0,9488 
Aroma 7,00 ± 1,55a 6,83 ± 1,73a 6,89 ± 1,60a 0,7237 
Sabor 6,79 ± 1,88a 6,16 ± 2,08b 5,70 ± 2,12b 0,0002 
Textura 7,11 ± 1,62a 6,78 ± 1,79ab 6,40 ± 1,79b 0,0080 
Aceitação Global 6,94 ± 1,59a 6,52 ± 1,75ab 6,14 ± 1,82b 0,0018 
Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferença significativa pelo teste de 











Os tratamentos não afetam a proteólise avaliada pela formação de compostos 
nitrogenados (NS pH 4,6 e NS TCA 12 %) e hidrólise das caseínas por eletroforese capilar. A 
análise dos peptídeos solúveis em pH 4,6 e etanol 70 % realizada por MALDI-ToF MS sugere 
que a redução no teor de sal na faixa estudada não resulta em aumento da formação de peptídeos 
relacionados a gosto amargo em queijo Prato.  
Os resultados apresentados indicam a possibilidade de redução de 25 % do teor de 
sal do queijo Prato, sem afetar a proteólise medida pelas frações nitrogenadas (NS pH 4,6 e NS 
TCA 12 %) e por eletroforese capilar, textura e aceitação global dos queijos. A redução de 50 
% no teor de sódio de queijo Prato se mostrou inviável pela simples redução do sal adicionado, 
já que resultou em aumento da acidez, redução da firmeza e menor aceitação sensorial (sabor, 
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O presente estudo apresentou a avaliação da proteólise do queijo Prato com 
diferentes teores de sal. Na primeira etapa do trabalho (Capítulo 2), queijos comerciais foram 
analisados quanto à sua composição e a proteólise dessa variedade de queijo foi caracterizada 
pela utilização das técnicas eletroforese capilar e MALDI-ToF. Na segunda etapa do trabalho 
(Capítulo 3), queijos com três diferentes teores de sal (queijo controle, queijo com 25 % de 
redução de sal e queijo com 50 % de redução de sal) foram obtidos e analisados ao longo de 60 
dias de maturação. 
 A composição dos queijos Prato comerciais revelou falta de uniformidade com 
valores muito distintos entre as marcas avaliadas, em especial no teor de sódio que variou de 
326 a 986 mg/100 g. A presença de produtos com teores de sal tão distintos no mercado, indicam 
a existência de uma margem para redução do teor de sal sem afetar a sua aceitação pelo 
consumidor, que já estaria acostumado com produtos bastante diversos. Essa hipótese foi 
comprovada pelos resultados da análise sensorial, uma vez que a redução de 25 % no teor de 
sal dos queijos, embora leve à mudança significativamente (p < 0,05) perceptível no sabor, não 
afetou a aceitação global do produto após 60 dias de maturação.  
De forma geral, a proteólise do queijo Prato foi caracterizada pela hidrólise inicial 
da αs1-caseína e β-caseína pela ação da quimosina, levando à formação de peptídeos de cadeia 
grande e média que foram posteriormente hidrolisados principalmente pela ação de peptidases 
provenientes das culturas láticas empregadas no processo de fabricação. O pico de m/z 2764 
(αs1-CN f1-23) presente em todas as marcas de queijos comerciais e em todos os queijos obtidos 
(queijo controle, queijo com 25 % de redução de sal e queijo com 50 % de redução de sal) é um 
produto da hidrólise da αs1-caseína na ligação Phe23-Phe24 pela ação do coagulante residual. A 
mesma hidrólise foi verificada pela formação do pico αs1-I-CN verificado nos eletroferogramas 
obtidos pela eletroforese capilar. 
Os peptídeos de m/z 1536 (αs1-CN f1-13), 1877 (αs1-CN f1-16) e 1991 (αs1-CN f1-
17) foram os mais abundantes nos queijos Prato comerciais. Os mesmos peptídeos foram 
detectados nos queijos Prato produzidos em escala piloto com diferentes teores de sal.  
Uma possível relação entre o teor de sal e a concentração relativa do peptídeo de 
m/z 1536 (αs1-CN f1-13) foi verificado em ambos os estudos. Os queijos comerciais com 
maiores teores de sal apresentaram maior intensidade relativa do peptídeo de m/z 1536 (αs1-CN 





componentes principais. Da mesma forma, no estudo conduzido em planta piloto, verificou-se 
acúmulo desse peptídeo no queijo Controle, ou seja, com maior teor de sal, ao longo da 
maturação. 
A análise de queijos comerciais não permitiu o estabelecimento de uma relação 
entre o perfil de peptídeos detectado e o tempo de maturação das amostras. No entanto, ao 
controlar variáveis de processo e estocagem nos queijos produzidos em planta piloto (Capítulo 
3), foi possível obter, através da análise de componentes principais, uma boa separação das 
amostras em diferentes tempos de maturação, revelando uma evolução do perfil de peptídeos 































 Os queijos comerciais apresentaram um perfil de hidrólise caracterizado pela 
ação da quimosina e enzimas provenientes das culturas láticas empregadas no processo. A 
despeito das variações nas condições de processo e estocagem, apenas 3 peptídeos foram os 
mais abundantes e, portanto, utilizados como referência para o cálculo das intensidades relativas 
dos demais peptídeos. 
Com relação à redução no teor de sal, o resultados indicam a possibilidade de 
redução de 25 % do teor de sal adicionado à essa variedade de queijo sem levar a mudanças 
significativas com relação à proteólise, textura, acidez, pH e aceitação global do produto. A 
redução de 50 % no teor de sal, no entanto, levou à maior acidez titulável, menor firmeza, menor 
mastigabilidade e menor aceitação sensorial após 60 dias de maturação (sabor, textura e 
aceitação global). 
A redução de até 50 % de sal não afetou a proteólise do queijo Prato. O perfil 
hidrólise das caseínas analisado por eletroforese capilar foi muito semelhante para todos os 
queijos e a redução no teor de sal, dentro da faixa analisada, não resultou em aumento da 










































Figura 1. Evolução da fração proteica NS pH 4,6 (% NT) ao longo do tempo de maturação. (■) 





Figura 2. Evolução da fração proteica NS TCA 12% (% NT) ao longo do tempo de maturação. 























































Figura 3. Evolução da acidez, expressa em % de ácido lático, ao longo do tempo de maturação. 




Figura 4. Evolução do pH ao longo do tempo de maturação.  
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